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Résumé

De nombreux macrophytes sont distingués Igar role de filtration et d’épuration
hydrique. L'effet épuratif spécifique a ces plaragsaatiques, dépend de leur résistance vis-a-
vis des ingrédients actifs provoquant d’éventuels effetsoadaires, sur leur métabolisme.
Les capacités d’épuration @#odea canadensist Lemna minor, lui permettent de filtrer les
eaux usées, grace au grand pouvoir absorbar¢udeslysteme racinaire. Ce dernier possede

une grande faculté d’absorber les xenobiotiques etaux d’accumulation élevé.

L’étude menée, vise a évaluer 'impact éanocbiotique, un herbicide « Calliofop 36EC »
sur deux plantes aquatiqueElodéa canadensis Michau 1836t la lentille d’eauLemna
minor, épuratrices des eaux usées. Nous nous sommesindéresses a évaluer la toxicité de
cet herbicide sur les aspects biométriques, hioichies, enzymatiques, et le métabolisme
énergétique (respiration et photosynthese). A ffet,&ces especes sont mises en culture en
laboratoire, dandes conditions in vitro, en présence d’'un xénobigi(Herbicide : Calliofop
36 EC), le Calliofop 36 EC est additionné volorgaient au milieu de culture (500ml d’eau
distillée) a différentes doses : 0 (témoin) 35e7Q40 pg a différents temps de traitement :
3, 7,14 et 21 jours.

L’ensemble des résultats obtenus, indijeencernant les parametres biométriques :
une diminution dans les longueurs moyenne desldsuibles tiges, des racines : (LMF),
(LMT), (LMR), et le ratio MF/MS, cependant nous agonoté une forte augmentation dans
les parametres biochimiques : 'augmentation dasgdux des protéines totales, et des sucres
totaux, et la teneur en proline, nous avons aessarqué une perturbation dans les teneurs en
chlorophyllesa, b, eta+b. Concernant les parametres enzymatiques nous avostate une
forte induction des activités enzymatiques : APXXG CAT, GST, pour les biomarqueurs
non enzymatiques on a noté une diminution desdau®SH et une augmentation des taux de
MDA. L'effet du Calliofop 36 EC sur le métabolisnm@nergétique c’est traduit par une
perturbation des échanges gazeux de la celluleogu@ant une diminution de l'activité

respiratoire, et aussi les résultats montrent ohibition de I'activité photosynthétique.

Mots clés :Elodea canadensis , lemna min@alliofop 36 EC, stress oxydant ,biomarqueurs
, pollution agricole .



ABSTRACT

Many macrophytes are distinguished by their rolevater filtration and purification, the
specific épuratif effect to these aquatic plantspahds on their resistance to the active
ingredients causing any side effects on their nwdistin. The treatment oElodea canadensis
and Lemna minorcapacity, enabling it to filter wastewater, duetk® large absorption
capacity of the root system. The latter has a gib#ity to absorb xenobiotics and a high rate

of accumulation.

The study aims to assess the impact of xetiobherbicide "Calliofop 36EC" two
aquatic plantElodea canadensidMichau 1830 and the duckweé@mna minor purifying
wastewater. We are therefore interested in evalgdhe toxicity of this herbicide on enzyme
biometric, biochemical, and energy metabolism (respn and photosynthesis). For this
purpose, these species are cultured in laboratonglitons in vitro, in the presence of a
xenobiotic (Herbicide: Calliofop EC 36), the EC B6Calliofop deliberately added to the
culture medium (500 ml of distilled water ) at @ifént doses: 0 (control), 35, 70 and 140 mcg
different processing time: 3, 7,14 and 21 days.

The overall results indicate on biometricgoaeters: a decrease in the average length of
leaves, stems, roots, and the ratio FM/SM. Howewer, noted a significant increase in
biochemical parameters: the increase in the ratetaf protein and total sugars and proline
content, we also noticed a disturbance in the $ewkthlorophyll a, b, and + b. On enzymatic
parameters we found a strong induction of enzymaattwvities: APX, GPX, CAT, GST, for
non-enzymatic biomarkers was observed decreasetslef/fGSH and increased MDA levels.
The effect of Calliofop 36 EC on the energy metamol that resulted in impaired gas
exchange of the cell causing a decrease in regpyrattivity, as well as the results show an
inhibition of photosynthetic activity.

Keywords: Elodea canadensid,emna minorCalliofop 36 EC, oxidative stress biomarkers,
agricultural pollution.
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Introduction Générale

Généralités

L’activité humaine, qu’elle soit industrielle, utha ou agricole (utilisation d’engrais et
de pesticides) produit des substances polluantessagaient a I'origine de divers types de
pollution. Ces polluants émis dans I'atmospherecégs dans les eaux usées se retrouvent
dans les milieux aquatiques.

Les pollutions permanentes dues a@tselomestiques ont considérablement évolué,
ainsi que les pollutions périodiques (rejets urbdigs au tourisme) ou encore celles dues aux
déversements de produits toxiques industriellesagricoles sans pour autant oublier le
lessivage des sols en période de fortes pluiesilisation intensive des pesticides a eu pour
conséquence leur grande présence dans l'environbheBre dépit des régulations de plus en
plus séveres au niveau de l'application des pdeticidans le domaine de l'agriculture, les
systemes aquatiques, sont de plus en 'plus pofiaégivers produits chimiques, ce qui
entraine leurs déréglements.

Les produits phytosanitaires qui seoretent par lessivage des sols dans le biote
aguatique peuvent affecter de facon négative lggmnsmes aquatiqueiGustavson et
Wangberg, 1995; Spawrdl al., 1997; Seqguindl al., 2001; Lockert & al., 2006) et agir sur
I'équilibre d'une communauté aquatique en détemigael taxon ou quelle espéce est en
mesure de devenir I'organisme dominant dans stame(Liring et Roessink, 2006).

Les plantes aquatiques non-ciblest sgposées de multiples facons et sur de longues
périodes, aux herbicides, car tous ces produitgjtes épandus de facon individuelle se
retrouvent finalement tous réunis dans les systamaatiques. De plus, les effets délétéres
des pesticides sur les especes microbiennes ouat@héques peuvent entrainer des impacts
négatifs aux niveaux trophiques supérieurs. Pample un changement de la composition
lipidique, de la qualité nutritive du phytoplancton un changement dans la composition de la
communauté phytoplanctonique peut affecter la séede leurs croissanAhlgren et al.,
1990)

En effet, une baisse de la présenceetiiains de ces organismes qui servent de
nutriments pour d'autres espéces, peut étre donabl@gpour les especes consommatrices.
On se rend de plus en plus compte, qu'il est inlibédta tester les effets des mélanges
d'herbicides afin de prédire les effets écotoxigimjoes sur les écosystemes aquatiques
(Cairns, 1983; Fairchild, 1994; Cedergreen et Strbig, 2005).
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Introduction Générale

Tous ces paramétres tendent a endomnagerlité des eaux superficiellesogtncourenta
instaurer un stress pour les organismes peuplardaEsystemes aquatiques.
Comment doit en préserver la qualigéces eaux ?
Pour supprimer ces contaminants de ces milieuklidation de plantes aquatiques pourrait

diminuer le risque de ces eaux superficielles.

On ne peut parler de la lutte contre ddution en Algérie, on n'est pas encore a ce
stade. Par contre, on est au stade du constaiftigemtes pollutions, notamment par le biais
des maladies hydriques. Chaque année, durantissmsahaudes et seches, des épidémies se
déclarent ¢a et la. A Oran, du fait de 1'évaponaititense, le taux de salinité de I'eau potable
dépasse largement les normes. A Alger et Consgnties cas de choléra sont signalés. Le
développement socio-économique et l'urbanisatigmdeaont eu un impact néfaste sur la
gualité des ressources en eau. De nombreux caslidéign industrielle et urbaine ont été
observés en l'occurrence au niveau des barragegade souterraines et des cours d'eau. Ces
derniers sont l'exutoire de rejets extrémementupalls. Un réseau de surveillance de la
pollution a été réalisé au niveau de cent statiotmavers le pays, toutefois, il ne concerne que
les eaux superficielles. Une trentaine de paramgitg/sico-chimiques et bactériologiques
permettent le contréle de la pollution, mais cesumes ne sont pas continues. Il est a noter
aussi, le manque de coordination entre les différiaboratoires et administrations chargées
de la surveillancgkadi . A, 1997)

La pollution de l'eau est une altématde sa qualité et de sa nature qui rend son
utilisation dangereuse et (ou) perturbe I'écosystanquatique. Elle peut concerner les eaux
superficielles (rivieres, plans d'eau) et/ou lesixeaouterraines. Elle a pour origines
principales, l'activité humaine, les industrieggticulture et les décharges de déchets
domestiques et industrie(&ckenfelder, 1982)Elle se manifeste principalement, dans les

eaux de surface, par :

* Une diminution de la teneur en axyg dissous : les matiéres organiques,
essentielles a la vie aquatique en tant que natgripeuvent devenir un élément perturbateur
guand leur quantité est trop importante. Parmislésstances qui entrainent une importante
consommation d'oxygene, notons en particulier ées-groduits rejetés par l'industrie laitiére,

le sang rejeté par lindustrie de la viande, leshdis contenus dans les eaux usées
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Introduction Générale

domestiques, etc. Cette diminution de,ldissous peut provoquer dans certains cas des

mortalités importantes de poissons.

* La présence de produits toxiquejetées sous différentes formes, provoquent des
effets immédiats ou a court terme conduisant affien ®xique brutal et donc a la mort rapide
de différents organismes et des effets différéa tang terme, par accumulation au cours du
temps, des substances chez certains organismetupat des produits toxiques proviennent
de l'industrie chimique, de l'industrie des métadk,|'activité agricole et des décharges de

déchets domestiques ou industriélfromazeau , 1981)

* Une prolifération d'algues : bigne la présence d'algues dans les milieux
aguatiques soit bénéfique pour la production d'erggdissous, celles-ci peuvent proliférer de
maniere importante et devenir extrémement génardes démarrant le processus
d'eutrophisation. Les algues se nourrissent deemeatiminérales c'est-a dire phosphore sous
forme de phosphate, ainsi qu'azote (ammonium, te#tr@&t azote gazeux), carbone (gaz
carbonique) et d'autres éléments minéraux. La poésexcessive de ces éléments est

essentiellement liée aux activites humaines, aridalgure et a l'industrie Berne et
Cordonnier, 1995)

» Une modification physique du miirécepteur : le milieu peut étre perturbé par
des apports aux effets divers : augmentation derkadité de I'eau (ex. lavage de matériaux
de sabliére ou de carriere), modification de Imgél (ex. eaux d'exhaure des mines de sel),et
augmentation de la température (ex. eaux de réfsmthent des centrales nucléaires).

» La présence de bactéries ou vilasgereux : les foyers domestiques, les
hopitaux, les élevages et certaines industries -algrentaires rejettent des germes
susceptibles de présenter un danger pour la santé.

L'ensemble des éléments perturbateurstdé@irilessus parviennent au milieu naturel de
deux facons différentes : par rejets bien local{sékes et industries) a I'extrémité d'un réseau
d'égout ou par des rejets diffus (lessivage des agiicoles, des aires d'infiltration dans les
élevages, décharges, ...). L'introduction dansoles sol provoque une pollution des eaux
souterraines qui est caractérisée par une propagatinte et durable (une nappe est
contaminée pour plusieurs dizaines d'années) etguarade difficulté de résorption ou de

traitement, $pringer, 1990).
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La teneur de l'eau en substancessiral¥es n'est pas toujours le fait de l'activité
humaine. Certains phénomeénes naturels peuventnégialey contribuer. Par exemple, le
contact de I'eau avec les gisements minéraux pauterosion ou dissolution, engendrer des
concentrations inhabituelles en métaux lourds,reendc, etc. Des irruptions volcaniques, des
épanchements sous-marins d'hydrocarbures... peaessi étre a l'origine de pollutions
(Miquel, 2001)

Si la pollution domestique des resses est relativement constante, les rejets
industriels sont, au contraire, caractérisés par s grande diversité, suivant l'utilisation
qui est faite de I'eau au cours du processus indugsros, 1999)

Selon l'activité industrielle, on va damtrouver des pollutions aussi diverses que :

- des matieres organiques et desggsi@battoirs, industries agro-alimentaires...),

- des hydrocarbures (industries piéres$, transports),

- des métaux (traitements de surfaallurgie),

- des acides, bases, produits chinsiglisers (industries chimiques, tanneries...),

- des eaux chaudes (circuits de rdiseement des centrales thermiques),

- des matieres radioactives (centraledeaires, traitement des déchets radioactifs).
Parmi les industries considérées traditionnellemedimme rejetant des matieres
particulierement polluantes pour I'eau, on cite@amment, les industries agro-alimentaires,

papetiere, la chimie, les traitements de surfacelustrie du cuir, et(Colas, 1977).

Les pesticides sont aujourd’hui d'une pidion diffuse qui contamine tous les cours
d’eaux, les principaux pesticides utilisés actue#at appartiennent a de grandes familles
chimiques (organochlorés, organophosphorés, catileajna.a pollution par les pesticides est
due a I'épandage de ces pesticides et leur digpepsr le vent, ensuite leur retombée avec

les pluies sur le sol.
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Le terme pesticide dérive du mot arsydPest » qui désigne tout animal ou plante
(virus, bactéries, champignons, herbes, vers, glies, insectes, rongeurs, oiseaux et
mammiféres) susceptibles d'étre nuisible a I'horetf@ a son environnement. On qualifie
de pesticide toutes les substances chimiques Hatureu de syntheses utilisées en
agriculture pour contréler les différentes sortes rdiisibles, a l'exception des produits
utilisés en médecine vétérinaire et en médecineainen Le terme pesticide, tel qu’il est
utilisé par le grand public, englobe de trés nombngroduits chimiques et biologiques. Ils
sont définis par leur but :

- soit de protéger les productions végétalege détruire les indésirables dans les zones
de production agricole. Ce sont les « produits gdanitaires » des professionnels, ou les
« produits phytopharmaceutiques » et « produitgpargsitaires a usage agricole » des
juristes. Il existe actuellement 703 substancevexdifférentes homologuées entrant dans
la composition d’une dizaine de milliers de spét&alcommerciales ;

- soit de détruire ou repousser des orgassmuisibles pour ’'homme, ses productions ou

ses autres activités. Ce sont des pesticides noicokg ou biocides, soumis a une

réglementation distinct¢Potera , 2007)

On regroupe les pesticides selon leur fantiBmique, dont les plus connues sont : les
triazines (dont I'Atrazine et la Simazine), les lmnates, les urées substituées, les
organophosphorés ,les organochlorés (dont le Le)daic. Certains, comme les dérivés du
cuivre, du soufre, la nicotine, les pyréthrines, fheiiles végétales, des goudrons de bois, le
chlorate de sodium sont utilisés depuis fort longis (certains depuis le XVAlT® siécle)
pour des soins aux végétaux ou pour désherbera¢@nfla plus commode de classer les
produits phytosanitaires est de les considéremdalmature du ravageur visé. On distingue
les trois grandes familles suivantes :

* insecticidesstricto sensu et especes voisines : acaricides (acariens) etide$
(pucerons). Sont aussi inclues les substancesegturpent leur développement
normal en empéchant I'éclosion des ceufs (ovicieled®s larves (larvicides) ou la
maturation sexuelle des adultes ;

» herbicides (désherbants totaux, sélectifs, débailesss, défanants et
antigerminatifs) ;

= fongicides et fongistatiquegCarrier, 2009).
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Malgré un suivi encore hétérogene atffisant, de récentes études montrent que la
présence en guantités excessive de pesticidedatapaux est une réalité .La pollution des
eaux de surface et souterraines par les pestieigegourd’hui un impact non négligeable
sur la ressource en eau : la présence de pestiddals ou avec d’autres causes, est a
I'origine de prés du quart du total des causesoteaonformité de I'eau potable.

D’autre part, la pollution diffuse d’gme agricole peut devenir 'impact majeur des
hydrosystemes dans certaines zones, en partidalier les régions de culture intensive.
(Carrier, 2009).

- Les herbicides

Un herbicide est une substance d&stia détruire ou limiter la croissance des
végétaux (herbes et buissoii®appe, 1992) Une des conditions absolument indispensables
au bon fonctionnement des herbicides est I'absorgdu produit par la plante a détruire. Elle
peut se faire soit par les parties souterraings,pso les parties aériennes de la plante par
diffusion a travers la cuticule et les stomatess Pherbicide va pouvoir diffuser a I'intérieur
de cette plante grace a la séve ce qui nécesstbamme solubilité des produits dans la séve.
C’est pourquoi une des caractéristiques des hddsciest leur lipophilie relative pour
traverser la membrane et diffuser au sein de leig@la

SelonOturan et Mouchel , 2007 plusieurs familles de composés sont retrouvées
chez les herbicides :

* Les acides chlorophénoxy-alcanoiques

Ce sont des analogues structuraux degesjxhormones de croissance végeétales
dérivées de I'acide indol-acétique, d’ou leur nagmptiytohormones de synthése.

Ces herbicides agissent par pénétratemfeuilles, plus ou moins des racines et ils
entrainent une croissance anarchique, létale pesiradventicesraités a cause d’'une
activation de la division et surtout de I'élongaticellulaire.

lIs fonctionnent uniquement chez lempds dicotylédong€arrier ,2009)
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* Les aminophosphonates

Ce sont des herbicides systémiquesutibsés sur le chiendent, le liseron. Ce produit
circule dans la plante par la seve aprés avoialggérbé par les feuilles.
Il va agir par inhibition de la biosynfiee des acides aminés aromatiques ou de la
glutamine au niveau du chloroplaste végétal, ce vguiprovoquer la désorganisation du

métabolisme de la mauvaise herbe, puis son desséahet enfin sa morfCarrier, 2009)

* Les bipyridiles

Ce sont des herbicides de contact actifs sur tdesgslantes a chlorophylle. Ils bloquent la
photosynthesdCarrier, 2009)

e Les triazoles

Une molécule importante de cette famiist I'aminotriazole ou amitrole. Cet
herbicide est absorbé par les feuilles et les ezcat va inhiber la formation des caroténoides
qui sont des pigments protecteurs des chlorophylllea aussi empécher la croissance des

végétaux(Carrier, 2009)

e Les diazines et triazines

Ces herbicides agissent sur la plyotbg&se au niveau du chloroplaste. Au point de
vue chimique, ce sont des hétérocycles hexagonaex @geux atomes d’azote, contigus ou
non pour les diazines, ou trois atomes d’azote syaqués alternant avec un atome de carbone
pour les triazines.

Le troisieme groupe est celui des tme@zo qui correspondent a des triazines
asymetriques porteuses d’une ou plusieurs fonctiétanes. Ce sont I'hexazinone, la
métamitrone, la métribuzine.

La présence dans les eaux souterrdmémces de ces produits et de leurs dérivés est
un élément récurrent. C’est pourquoi beaucoup d@rEluis ont été retirés dernierement.

Aujourd’hui, il ne reste que la bentagpla chlordiazone, la Iénacile, la métamitrone et

la métribuzine. (Carrier , 2009)
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e Les phénylurées ou urées substituées

Ces molécules agissent sur la photbgget Elles sont utilisées dans de hombreuses

activités autres que I'agriculture comme I'Equipaitngour le désherbage des bords de routes.
Leur action se situe sur les gramin@ssroe le ray grass, le vulpin..

Ces substances sont pulvérisées surdes Ibs orges, les arbres tropicaux tels que le

bananier, ou encore les vignéSarrier, 2009)

- Modes d’action des herbicides

Le but des herbicides est d’endomenggplante afin qu’elle meure. Ils agissent

pour cela sur des cibles biochimiques tres nomese(Souderchet, et al., 2000)

* Action sur la photosynthese

Lurmiars

------

Respiration

LAl &1 Puit)

Figurel : La photosynthesgCarrier, 2009)

La photosynthese est un mécaniserengttant aux plantes de fabriquer de la
matiére organique a partir de I'énergie solairead’ et de carbone. Les plantes libéreront
alors du dioxygéneles mécanismes des herbicides jouent leur roldféretits niveaux et
aboutissent a la mort de la cellule & cause ddioéacde photo-oxydation, mais aussi par la
production d’'oxygene sous forme réactive. Il vavgiaproduction d’ions superoxyde et de
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peroxyde d’hydrogene qui vont donner la formatian rddicaux hydroxyles. Les espéces
chimiques réactives alors produites déclenchepelaxydation des lipidest la destruction
des pigments photosynthétiquéSarrier, 2009)

OAction sur les membranes cellulaires
L’action des herbicides se fait par une augmentadi® la perméabilité des membranes de la
plante aux ions H De plus, les herbicides vont bloquer la synth&®&dP nécessaire au
fonctionnement des ATPases qui permettent la steseions Hen exces. Le pH de la cellule
végétale ne pouvant plus se faire, il en résuleernart de la plantéCarrier, 2009)

OAction par inhibition de synthese de la cellulose
La cellulose est un polymere du glucose qui eptilecipal constituant des cellules végétales,
plus particulierement au niveau de leur paroi. Bt de cette action, la plante ne peut pas

constituer normalement ces tissus végétaux etriégulte une mort de la plante.

[Action au niveau de la synthese des lipides
Il'y a deux sites d’action lors de cette synthésepremier site consiste en une inhibition de
'acétyl-coenzyme A carboxylase qui est une enzymervenant lors de la premiere étape de
la synthése des lipides. L'autre site d’action éxtesen une inhibition de I'élongation des
acides gras a longue chaine carbonée nécessdmeformation de la cuticule des plantes
induisant une perte d’eau et de molécules de fail@lese moléculaire nécessaires a la santé
de la plante(Carrier, 2009)

[JAction sur la synthése des acides aminés
Les herbicides vont pouvoir inhiber différentesyanes comme I'énolpyruvylshikimate 3-
phosphate synthase (exemple du glyphosate), I'ecéabe synthase ou encore la glutamine
synthase. Ceci se fait par fixation sur un sité dotphosphoénolpyruvate.
Le blocage de I'énolpyruvylshikimate 3-phosphatatisgse se traduit par un arrét de la
synthese protéique, donc de la synthese de ligninetant indispensable par ses fonctions de

soutien pour la plantéCarrier, 2009)
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OAction sur la synthése des pigments
Deux pigments sont concernés, les caroténoidescbldrophylle.
Les caroténoides ont une fonction de protectionilsameutralisent la chlorophylle a I'état
triplet et 'oxygéne a I'état singulet. Les herbicides sgig par ce mécanisme n’ont qu’'une
action sur les caroténoides qui seront formés dprgspulvérisation, ceux présents avant
I'épandage ne seront pas touchés. L'applicationedeherbicides va aboutir a la formation de

tissus albinos, qui ne sont alors plus capablesyanétiser la chlorophylléCarrier, 2009)

[JAction par blocage de la division cellulaire
Certains herbicides, les dinitroanilines, les bemdas, vont se fixer sur & -tubuline ce qui
empéche sa polymérisation en microtubules. Ils \mmic bloquer la division cellulaire au
niveau des racines de la plante. De plus, ils ®drant une dépolymérisation des

microtubules nécessaires lors de la division callel (Carrier, 2009)

» La phytoremédiation

Au cours de [‘évolution, les plantest aléveloppé des meécanismes complexes pour
absorber les substances organiques ou minéralesl,dde I'eau et de I‘air a travers leurs racines
et leurs feuilles, lesquelles sont ensuite trartépsrdans d‘autres parties de la plante pour étre
utilisées, transformeées, dégradées ou stoci@esningham et al., 1996 ; Polessp, 200%)n a
cherché a exploiter cette propriété et a les atilkomme agent de traitement des pollutions. Cette
technique appelée phytoremédiation permet de nestagrdce aux plantes, les ressources
essentielles que sont l'eau, les sols et l'airgidedles sont contaminées. Elle a pour but
d‘éliminer, contenir, ou rendre moins toxique lemt@aminants environnementaux et permet de
réduire le risque de dégradation des écosystemeeelsa La plante devient alors un systeme de
pompage et de filtration dont les racines et ledlés sont les extracteurs pouvant trouver, attére

et/ou transporter des éléments et des composé® awd gradients chimiques importants.
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» Différents types de remédiation

Plusieurs mécanismes permettent aux plantes ligitinn des polluants par phytoremédiation
(Schnoor, 1997 ; Schrodeet al., 2002 ; Susurlaet al., 2002 ; Pilon-Smits, 2005 ; Campost
al., 2008)

» La phytoextraction ou phytoaccumulation utilise des plantes qui absorbent et
concentrent dans leurs parties récoltables (faitiges, racines) les polluants provenant des sols
ou des eaux. On utilise ce terme souvent dans dedea métaux lourds et des composés
organiques, avec lutilisation de plantes accunnigies et/ou hyperaccumulatrices qui sont

capables de tolérer et d‘accumuler ces pollugbssnon-Olette , 2009)

» La phytostabilisation réduit la mobilité des contaminants. Les plantesogabnt
les polluants du sol, de I'eau ou de l'air, lesrrant localement et réduisant leur biodisponibilité
C'est une méthode efficace pour empécher la digpedes polluants dans les eaux de surface

et/ou souterrainegDosnon-Olette , 2009)

» La phytotransformation ou phytodégradation utilise les propriétés de certaines
plantes a produire des enzymes qui catalysent tpadation des substances absorbées ou
adsorbées, celles-ci sont alors transformées estasudes moins toxiques ou non toxiques par la
meétabolisation des contaminants dans les tissus pthedes ou par les organismes de la
rhizosphere maintenue par la plante (on parle aenhizodégradation, de phytostimulation

ou encore de bioremédiatioh (Dosnon-Olette, 2009)

» La rhizofiltration permet la dépollution et la restauration des eansutface et
souterraines. Les contaminants sont absorbés arbddspar les racines des plantes en milieu
humide. Lors de grande capacité d‘absorption pardegnieres on parle dephytopumping »,
on utilise le plus souvent des arbres (comme léesaw le peuplier) pour assécher les terrains et

extraire les polluants du s§Dosnon-Olette, 2009)

|
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» La phytovolatilisation est le processus par lequel les plantes transfdrhesn
contaminants du sol ou des eaux polluées en élémeldtiles et les relachent dans I'atmosphére

via leurs feuilles(Dosnon-Olette, 2009)

Dans notre étude nous nous sommeali$és sur I'épuration des eaux usées d'origine
agricole par l'utilisation de deux plantes aquatiqi#edea Canadensis et Lemna minor. En vue
d‘une utilisation en phytoremédiation ces dewnfda aquatiques doivent, si possible, présenter

un bon compromis des qualités suivarf@saudhry et al., 2002):

- étre hypertolérante aux concentratemgolluants
- étre hyperaccumulatrice
- avoir un systeme foliaire et racinaléveloppé
- avoir une activité photosynthétiquesirge
- permettre un transport et un stockagia élevé
- permettre une extraction rapide
- étre dotée de mécanismes internespétaboliser des polluants
- étre adaptable au climat local
- avoir une certaine résistance aux ieseet aux maladies

Dans ce travail, nous avons étudiécépacité dépuration de deux plantes
aguatiques Elodea canadensis (Michaux, 1803) et la lentille d’eauemna minor vis-a-vis
d'un pesticide. Il s’agit d'un herbicide « le l{Eop 36EC », utilisé sous forme d’'une
émulation concentrée. Cet herbicide est un ptaduPARYSTA LifeScience » dont la
matiere active est laliclofop-méthyle, appartenant a la familldes Aryloxyphénoxy-

propionates. le Calliofop 36EC est utilisé a descentrations qui varient de 35 a 140ug.

Notre souci est de maintenir durablente qualité des milieux aquatiques.
Nous avons donc réalisé une étude préliminaireabaratoire sur la toxicité des pesticides
sur les parametres biométriques, biochimiquesrgétiques, enzymologiques, et sur le

métabolisme respiratoire. Les traitements soricais a 3 et 7, 14 et 21 jours.

-
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Notre travail de thése se structure en cinq chapies :

Chapitre | : une introduction générale est consacrée auxtipols des eaux , aux effets des
pesticides sur I'environnement et aux plantes éques ayant le pouvoir d’accumuler les pestigide

et filtrer les eaux usées.

Chapitre Il : Matériel et Méthodes : le matériel végétal utilisns notre expérimentation porte sur
deux Macrophytes Elodea canadensis et Lemna minor, suivi de leur classification et distribution,
ainsi que les méthodes de dosages utiliséesdafidéterminer les effets toxiques de I' herbicde

les parametres étudiés.

Chapitre lll: partie Biométrique : déterminer les paramétresnBiviques mesurés chétodea
canadensis et Lemna minor, apres exposition au xénobiotique Calliofop 36EC ifiémkntes

concentrations et différents temps.

Chapitre IV : partie Biochimique et Physiologique : mesurer lesametres biochimiques et
physiologiques cheElodea canadensis et Lemna minor , aprés exposition au xénobiotique Calliofop

36EC a différentes concentrations et différentegetid’exposition.

Chapitre V: partie enzymatique : quantifier le taux des a@&/ienzymatiques et des biomarqueurs
enzymatiques et non enzymatiques chbadea canadensis et Lemna minor, en réponse au stress

engendré par | herbicide Calliofop 36EC.

Chapitre VI: la polarographie : identifier le métabolisme reaire, qui regroupe I'activé
respiratoire et I'activité photosynthétique, chigipdea canadensis et Lemna minor, aprés avoir été

traitées par la molécule Calliofop 36EC a difféesntoncentrations et différentes durées.

* Une conclusion générale, synthétise les principéaxitats de I'étude et est prolongé

par un paragraphe évoquant les perspectives derobehouverts par ce travail.
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Matériel & Méthodes

Notre travail s’est déroulé au laboratoire de Tolagie Cellulaire de I'Université de Anna

A-Matériel expérimental :

Le matériel expérimental utilisé dans notre trawtreprésenté padeux plantes

aquatique&lodea canadens (Michaux, 1803)etLemna minor.

1. Elodea canadensis,

Il s’agit dune angiosperme aquatique, de l‘ordre des Hélabridale lefamille des
Hydrocharitacées. Prégendan les eaux courantes ou stagnantes. C‘est une bdante
oxygénante qui est originaire d'Amérique du Nordaii@da), et qui a été introdu
involontairement en Europe au XIXeme siecle. C'esé plante a croissce rapide, se

multipliant par bourgeonnement, sa culture par li@gfe est facile

Cette plante est également connue pour ses prepiiét bioconcentration notamm
de métaux(Maury-Brachet et al., 1990 ; Kéhkdénen et Manninen, 1998 ; Chandi et
Kulshreshtha, 2004 ; Fritioff et Greger, 2007, mais un peu moins en ce qui conce
I'épuration des pesticidéRiceet al., 1997 ; Gaoet al., 2000 ; Oletteet al., 2008).

Figure 02 : Elodea canadensis

1.1. Description de I'espéec :

Nom vernaculaire: Elodée du canada origine : subcosmopol
Feuillage :vert couleur: blanc (discre
Hauteur : de 30 a 200 cnde longu rusticite : oui

Support culture : terre, vase, pierre de lave profondeur : de 30 a 150 cm
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Exposition : solell
Développement important
Commentaire : une Elodée tres envahissante, plante oxygénemepue trongon de plante

flotte, émet des racines puis se fixe au fond dn gteau(Mitchell, 1974).

1.2. Distribution et biotope de I'espéce

LElodée du Canadaest une espéce qui forme des tapis denses dansales
stagnantes ou lentes des lacs, étangs, rivieresagdis, elle s'est largement naturalisée en
Ameérique centrale, en Amérique du Sud, en Europkofluite vers 1836 en Irlande et en
1870 en France), en Afrique, en Asie, en Austraiasi que dans les iles Hawaii.
(Schulthorpe , 1967; Hutchinson , 1975).

Préférant un substrat en gravier ou un sol argjleli& tolére un pH de I'eau entre 6,7
et 7,5 et une température de 20 a 24 °C . Cealieelne supporte pas la sécheresse du sol,
méme passagere et ne tolére pas de situation oégrada moindre trace de salinité dans le
sol D’agaro et al., 2004).

1.3. Classification de I'espéce :

Termes scientifiques (international) Terme en francais
Régne: Plantae Plante
Embranchement: magnoliophyta Angiospermes
Classe: liliopsida Monocotylédones
Sous-classe Alismatidae Alismatidées

Ordre : Hydrocharitalae Hydrocharitales
Famille : Hydrocharitaceae Hydrocharitacées
Genre: Elodea Elodée

Espece: canadensis (Michaux, 1803).

B
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1.4. Répartition et écologie de I'espece

Ce sont des plantes répandues danssttegezones tempérées d'Amérique du Nord.
L'élodée est lI'une des plantes aquatiques les qduasmunes a Washington .Elles se sont

largement naturalisées en Europe, en Afrique, ee. As

Les sédiments limoneux et les eawhes en éléments nutritifs favorisent la
croissance des élodées dans les lacs fertilesefbisjtces plantes sont capables de s'adapter a
diverses conditions écologiques, des eaux profoadestangs peu profonds, et a différents
types de sédiments. Elles peuvent méme prospéreflodant entre deux eaux, non

enracinées...

2. Lemnaminor

Est une angiosperme aquatique, dedrk des Arales et de la famille des
Lemnacées. Les lentilles d'eau sont des plantestigges flottantes de petite taille qui se
présentent sous forme de colonies de frondes #éesvde 2 a 6 mm de diametre. Les
colonies sont formées de 2, 3 ou 4 frondes réyaesles pédicelles, chaque fronde porte une
fine racine pouvant atteindre 3 cm. Ce végétal st tres facilement la surface des eaux
douces et calmes au niveau des étangs, des cheleguxares ... Il est tres commun sous les
latitudes tempérées. Il se multiplie tres rapidene¢ile maniere végétative, les frondes meres

donnant naissance a des frondes filles qui arriaémsiturité se détachent des frondes meres

pour donner de nouvelles colonies. Cet organisniesesvent utilisé pour les études
ecotoxicologiques et dans des tests normaf{BEBIOR, 1996 ; ISO, 2001).

Figure 03 La plante Lemnaminor (Dosnon-Olette, 2009)
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2.1 Description de I'espece :

Cette plante est présente dans les dauges relativement dormantes (étangs, lacs,
eaux stagnantes et cours d’eau calmes) et lesrestal@s zones tropicales a tempédegsha
et al. ,1992).C’est une espéce cosmopolite dont la répartitsimpeesque mondialegodfrey
et wooten, 1979).

2.2 Distribution et Biotope de I'espéce

Lemna minaest répandue sur toutes les eaux douces du globeantes et

eutrophes (chargées en substances nutritives).

Elle se développe principalement a la surface dag ealmes, lentes (un brassag
surface est une facon de lutter contre la prolif@nades lentilles). Elle affectionne la lumie

la chaleur et les eaux chargées en nutrimentseBtlprésente jusqu’a 1800 m d’altitude.

2.3 Classification et taxonomique :

Regne plantae plantes
Sous-regne tracheobionta
Division magnoliophyta angiospermes, phanérogames

Classe liliopsida monocotylédones

Sous-classe alismatidae
Ordre alismatales
Famille araceae
Genre Lemna
Espece minor

2.4 Reépartition et écologie de I'espece

Cosmopolite,Lemna minorest présente presque partout dans le m¢Gadefrey et
wooten, 1979) Elle est largement répandue dans toute I'’Amériguenord, sauf dans

'extréme nord et dans les Bahamas. On la trougsian Europe, en Asie, en Afrique et en

£
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Australie (Britton et brown, 1970). En Amérique du nord, on la trouve de terre-neuve a

I’Alaska et au sud jusqu’en Californie, au TexasreFloride(Newmasteret al ., 1997).

Les lenticules forment un élément essentiel deosgsteme des eaux stagnantes et peu
profondes. Elles font partie intégrante de la ochahmentaire, fournissent de la nourriture a
la sauvagine et aux oiseaux des marais, tels guldques, les canards noirs. Ces plantes
fournissent aussi de la nourriture, un abri, denboage et un substrat aux poissons et aux
invertébrés aquatiqu@enner et Janssen, 1989 ; Taraldsen et Noberg-King990 ; Apha
et al ., 1992 ; Newmastert al.,1997). Dans les conditions favorables a la croissaalies
peuvent se multiplier rapidement et former un tapésse, constitué de divers genres et
especegRimer, 1993),dominé par une seule espédéang, 1987).

3. Conditions de I'expérimentation :

L’expérience est réalisée en laboratoire, dans desditions in vitro. Notre
expérimentation a porté sur 12 échantillons du en@wmids (15g) en ayant effectué trois
répétitions par parametres étudié. La durée dermant est de 3, 7,14 et 21 jours. Nos essais
sont réalisés dans des volumes de 500 ml d’editiGthé volontairement du xénobiotique
Calliofop 36 EC a différentes doses : 0 (témois), 70 et 140ug de produit.

B 'herbicide utilisé :

Nous avons utilisé un herbicide nomim@alliofop 36EC’ c’est un produit ARYSTA

LifeScience dont la matiere active estlielofop-méthyle.

Le diclofop-méthyle est un herbicide de post levée sélectif pouroletréle de la
folle avoine et des mauvaises herbes annuellegrbethses trouvées parmi les cruciferes,
l'orge, le blé.(Worthing, c. r, 1983)

La matiere active a été développée deannées 1970 par Hoechst AG. Depuis le
31/12/2001, elle se retrouve dans le domaine pabpliés avoir été la propriété d'Agrevo (puis

de Bayer CropSciences).

£
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Le diclofop-méthyle est un Inhibiteur de ACCase etest un tueur en herbe qui inhi
la premiere étape de la synthése des lipides, leibant le composé acétyl coenzyme
carboxylase (ACCase). Les Inhibiteurs de I'ACCasBuent sur la production de
membrane cellulaire, dans les méristémes (poincroissance) des graminées. Les ACCi
de graminées sont sensibles a ces herbicides, staquie les ACCases des plar
dicotylédones ne le sont pgBrank., Clegg. 1979-1984)

CH.

3
|
cl Q o —@ O—-CHCO,CH,

Cl
Figure 04 : Structure chimique du diclofop-méthyle (X. Guet al .,2010

Famille : Aryloxyphénoxyropionate. Formule chimique: CigH14Cl,04

Synonyme: Methyl 2-(4-(2,4dichlorophenoxy)phenoxy-propionate; 22,4-
Dichlorophenoxy)-phenoxpropanoic acid methyl es

Dose homologuée2 a 2,51/ h
Matiere active: 3609/l de Diclofop Méthyl

C - Conduite de l'essai :
Pour tester I'effet de I'herbicidCalliofop 36 EC surElodea Canadensi et Lemna
minor ,nous avonsiwisi les doses suivan ; 0 (témoins), 35, 70 et 14@ de calliofop36 EC
avec trois répétitions par traihent a, 7, 14 et 21 jours d’exposition.

Elodea canadensis

b
2
g

Figure 05 : Dispositif expérimental: Echantillonnage en bloc aatoire Comple.

E
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Lemna minor

Figure 06: Dispositif expérimental: Echantillonnage en bloc alatoire CompletLemna

minor

D. Les parameétres étudiés

a) Les paramétres biométriques:

« Matiere fraiche et matiére séche (MF/MS)

Ce parametre a été réalisé apres 3,7 ,14 et 21jeursitement, a I'aide d’une balance
de précision pour la détermination du poids fras éichantillons.

La matiere séche des plantes est obtentés gmssage des échantillons a I'étuve,

pendant 24h a une température comprise entré @0&C.

« Longueur moyenne des tiges(LMT) :
Les paramétres d’élongation des tiges sont régtiaéte suivi des longueurs moyennes

des tigelles pendant 3,7 ,14 et 21 jours avec nagia |I'encre de chine.

« Longueur moyenne des feuilles(LMF) :
Les parameétres d’élongation des feuilles sont séslipar le suivi des longueurs
moyennes des feuilles pendant 3,7 ,14 et 21 mpwas marquage a I'encre de chine.

E
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« Longueur moyenne des racines (LMR):
Pour suivre la croissance de la plante, on a rddauongueur des racines de chaque
échantillon a 3, 7, 14 et 21 jours de traitemeeicanarquage a I'encre de chine.

b) Les parameétres biochimiques

* Dosage des Protéines totales :

Les protéines foliaires ddodea canadensigt Lemna minor sont dosées par
colorimétrie selon la méthode de Bradford, (191@)principe de la méthode est basé sur la
fixation d'un colorant acide (bleu de coomassie) B$ protéines au niveade résidus
basiques et aromatiques, cette fixation provoqueamsfert de sa couleur qui passe du rouge
au bleu. Ce changement de coloration est mesurgealangueur d’onde de 595nm par
spectrophotometre (JENWAY 3600) en utilisant I'Atbime Sérum bovine (BSA) comme
standard.

» Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est réalisé selontfeodeede Schields et Burnet (1960)
qui utilise I'Anthrone en milieu sulfurique commeéactif (200 mg d’Anthrone, 100 ml
d’acide sulfurique) et une solution mere de gluG$€ pg/ml.

Cette méthode comprend I'extraction d’'une pesé&Ofemg d’échantillon (MF).On
ajoute 3 ml d’éthanol a 80 %, on laisse le touha température ambiante pendant 48 h. On
évapore ensuite I'éthanol, et on rajoute 20 ml w'dtillé. On préléve 2 ml d’extrait auquel
on rajoute 4 ml d’Antrone.

Les absorbances sont mesurées au spectrophot@méteslongueur d’onde de 585 nm.

* Dosage de la proline

La technigue de dosage de la proliiesée est celle de Troll et Lindsley, (1955),
modifiée par Dreier et Goring (1974) .la gamme a@inage est réalisée a partir d'une
solution meére de proline (20pug/ml).

Cette méthode est réalisée comme suit ;. apresidisBement on préleve 1 ml de la
solution, a laquelle on ajoute 1 ml d'acide acé&iqCH3COOH) et 1 ml de mélange
contenant 120ml d’eau distillée+ 300 ml d’acidetiagse+ 80ml d’acide ortho phosphorique
et 25 mg de ninhydrine.

£
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Les solutions sont portées a ébatigpendant 30 min, elles virent au rouge ; aprés
refroidissement on ajoute 5ml de toluene, et orcgme a une agitation, deux phases se
séparent :

- une phase inférieure sans proline
- une phase supérieure qui contient la proline, celiese est ensuite récupérée et

déshydratée par I'adjonction de p&O,.

On procéde enfin a la détermination des densitégugs des échantillons a la longueur
d'onde 528 nm, apres étalonnage de [l'appareil palamge (acide aceétique+eau

distillée+acide ortho phosphorique = ninhydrine).

c) Parameétre physiologique

* Dosage des chlorophylles

L’extraction des chlorophylles esteetié selon la méthode de Holden (1975), qui
consiste en une macération du végétal dans dediaeéLe traitement des échantillons se
fait comme suit : on pese 1g des feuille du végeapé en petits morceaux et broyés dans un
mortier avec 20ml d’acétone a 80% et environ 10@®mdicarbonate de calcium (CagO
Apres le broyage total, la solution est ensuiteéd et mise dans des boites noires afin

d’éviter 'oxydation des chlorophylles par la lumee

La lecture se fait aux deux longueurs d’onde 64®Mr663nm, apres étalonnage de
I'appareil avec la solution témoin d’acétone a 8Q@%gquation qui nous permet de calculer

les valeurs des chlorophylle&rfion, 1949) est :

Chl.a= 12, 70. DO (663) — 2, 69. DO (645)
Chl.b = 22, 90. DO (645) — 4, 60. DO (663)
Chl. (a+b) = 8,02 DO (663) + 20,20 DO (645)
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d) Dosage des Biomarqueurs
1. Dosages Enzymatiques

Préparation de I'extrait enzymatique : La méthode utilisée afin d'obtenir I'extrait
enzymatique des feuilles des deux MacrophytEsodea Canadensig®t Lemna minor.
L’extrait sera utilisé pour la mesure de l'activiégscorbate-peroxydase (APX), gaiacols-

peroxydase (GPX) et le Glutathion transférase (GST)

Apres chaque traitement (3, 7, 14, et 21 joles)feuilles fraiches (1g) sont broyées a
froid a l'aide d’'un mortier dans 5ml de tampon gploate (50mM phosphate, pH=7,5).
L’homogénat est ensuite filtré a l'aide d'une todeléquate avant de procéder a une
centrifugation a froid de 12000g pendant 20 mim{iéciigeuse Sigma 3-16K). Le surnageant
obtenu sera utilisé comme extrait pour la détertiina des différentes activités

enzymatiques.

Quantification des mesures spectrophotométriquel.a formule suivante est utilisée
dans la quantification des différentes mesures ctegghotométriqgues suite aux dosages
enzymatiques de la GPX, APX et CAT (Servais, 2004)

AA.V,
Act.—=
€. At.L.Ve.p

Act: Activité enzymatique en nmole/min/mg de Protéines
€ : Coefficient d’extinction linéique molaire en M

AA : Différence moyenne de I'absorbance

V:: Volume total du mélange réactionnel en ml

Ve: Volume de I'extrait enzymatique en ml

L: Largeur de la cuve de mesure en cm

P: Teneur en protéine en mg.

T: temps de lecture en min

B
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= Dosage de [lactivitté  Ascorbate-peroxydases (APX): Le dosage
spectrophotométrique de l'activité ascorbate-pedasg est réalisé suivant le
protocole adopté par Nakano et Azada (1987). Lerael réactionnel final de 3ml
contient : 100ul d’extrait enzymatique, 50ul d®3 a 0,3% et 2850ul de tampon
phosphate NaK-Ascorbate (50mM NakK, 0,5mM ascorhate 7,2). L'étalonnage de
'appareil se fait en I'absence de I'extrait enzyiaae. La lecture est effectuée a 290
nm (spectrophotometre GeneSys 8) pendant 1min etpaw un coefficient
d’extinction linéique molairee = 2800M*.cm™. I'activitt APX est exprimée en

nmol/min/mg de protéines.

= Dosage de lactivité Gaiacol-peroxydases (GPX)’activité gaiacol-peroxydase
(GPX) est déterminée par spectrophotométrie (spglottometre Jenway 6300) a
470nm suivant la technique de Hiredral, (2002) le coefficient d’extinction linéique
molaire utilisé estt = 2470M*.cmi’. pour un volume final de 3ml, le mélange
réactionnel contient : 100ul d’extrait enzymatigbepl d’'HO, a 0,03% et 2850ul de
tampon phosphate-Gaiacol (50mM NaK, 8mM de gaigtdt7,20). L'étalonnage de
'appareil se fait en 'absence de I'extrait enzyigpae. La réaction est déclenchée par
'ajout du peroxyde d’hydrogéne. L’activité GPX estprimée en nmol/min/mg de

protéines.

= Dosage de l'activité Catalase (CAT) Le dosage spectrophotométrique de I'activité
catalase (CAT) est realisé suivant la méthode dan@k et Horst (Boscoloat al,
2003). La décroissance de l'absorbance est enmégisbendant trois minutes
(spectrophotométre wilya) pour une longueur d’om#e 240nm et un coefficient
d’extinction linéique molaire =39400 M'.cm*.L Pour un volume final de 3ml, le
meélange réactionnel contient : 100ul de I'extraizyagmatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogéne HO, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pHY. 7,
L’étalonnage de I'appareil se fait en I'absencé'@drait enzymatique. La réaction est
déclenchée par laddition d’eau oxygénée. L’acdivitatalase est exprimée en

nmol/min/mg de protéines.

» Dosage de l'activité Glutathion S-Transférase (GST: Le dosage de la glutathion
S-transférase est realisé par la méthodelalag et al., (1974). Elle est basée sur la
réaction de conjugaison entre la GST et un subskeatCDNB (1-chloro 2, 4

a




Matériel & Méthodes

dinitrobenzene) en présence d’'un cofacteur : léatfiion (GSH), puis mesurée a une
longeur d’onde de 340nm dans un spectrophotomgsitde/UV (JENWAY 63000).

Les échantillons sont homogénéisés dartampon phosphate a pH 6,5 et a 100mM et
centrifugés a 9000g pendant 30 min et le surnageacupéré servira comme source
d’enzyme. Le dosage consiste a faire réagir 200i&nfl) du surnagent avec 1,2 ml du
meélange CDNB (20mM)-GSHLQOmM) [0,4052g CDNB, 3,072g GSH, 1ml éthanol, 99ml
tampon phosphate (100mM, pH 6,5)La variation de la densité optique due a I'appamiti
du complexe CDNB-GSH est mesurée toutes les 15ndesopendant 1 minute a 340nm.
Contre un blanc contenant 200 pl d’eau distilléepiacant la quantité du surnageant.

Les concentrations de la GST sont exprimées en eunuh/ mg de protéines et l'activité

spécifique est déterminée d’apres la formule sue/an

mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de pnet&{uM/min/mg de protéines).

ADy : pente de la droite de régression obtenue apréslgse du substrat en fonction du
temps. .

9,6 : coefficient d'extinction molaire du CDNB (miMm%).

Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml (0,2 ml sger& + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH). .
Vs : volume du surnageant utilisé dans le dosage mQ.2

mg de protéine: quantité de protéines exprimée en mg.
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2. Le Dosage non Enzymatique

* Dosage de malondialdehyde (MDA)

La peroxydation des lipides est estimée par |'évofu de la teneur en
malondialdehyddMDA) déterminée selon la méthode décrite pba et al., 1995
L’homogénéisation du tissu végétal dans I'acidehtaroacetiqu€¢ TCA) 5 % a raison
de 10ml pour 1g de tissu végétal est suivie d'um@rifugation pendant 15 mn a 12
000 g. Au surnageant est ajouté un volume égaldatiobarbituriqué TBA) 0,5%
dans IeTCA 20%. Le mélange est incubé a 100°C pendant 25 mn. arabsce du
surnageant, obtenu aprés centrifugation a 10 08@dant 5 mn, est lue a 532 nm. La
densité optique est ensuite corrigée par la sat&trade I'absorbance non spécifiqgue
a 600 nm. La concentration de MDA est calculée @hsant son coefficient
d’extinction 155 mM-1cm-1 La concentration de MDA est calculée en utilisson

coefficient d’extinction 155 mM-1cm-1.

ADO Vit
X= X mg de protéin
155 Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de pnet{uM/mg de protéines).

ADy : différence de la densité optique obtenue apydsohyse du substrat.
155: coefficient d'extinction molaire du TBA (mfem™).

Vt : volume total dans la cuve : 1. ml .

Vs: volume du surnageant utilisé dans le dosagemQ.5

mg de protéine qualité de protéines exprimée en mg.

* Le Glutathion (GSH) : L'extrait enzymatique est homogénéisé dans uneisolu
d’E.D.T.A a 0,02M et subissent une déprotéinisatian I'acide sulfo-salycilique
0,25%. Apres centrifugation a 2000 g pendant 10utes le surnageant est utilisé

pour le dosage spectrophotométrique avec le réactifB a 0,01M a 412nm.
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Les concentrations du GSH sont dosées par la metHed(Weckbeckeet Cory,

1988) et exprimées en uM/ mg de protéines.

e) Etude du métabolisme respiratoire :

L’appareil utilisé est une électrode a oxygenetype Hansatech, qui permet la mesure
de la production ou de la consommation d’oxygen@ppareil comprend une cathode
polarisé (-) en platine et une anode polarisé ifeukaire en argent. Le contact entre les deux
électrodes est établi par un pont de solution éatute KCI, la suspension cellulaire est
constamment remuée par un agitateur magnétiquepplication d’'une faible tension
électriqgue va provoquer la réduction électrolytigiéel' oxygéne présent dans la solution. Le
courant qui traverse le circuit des deux électraflesnd la tension appliquée est en moyenne
de 0,7mV, varie linéairement en fonction de la emi@tion en oxygene dissout dans la

suspension cellulaire selon la réaction :

®z+2e @)

La jaguette est maintenant a une température cunstie 25°C. Cet appareil est relié a un
ordinateur sur lequel les spectres apparaissestrgtensuite enregistrés sur une imprimante
de type (Epson-LQ 1027). La méthode utilisée eaptk aux racines isoléegDjebar et
Djebar, 2000).

-
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Figure 07 I'électrode a oxygén (Djebar et Djebar, 2000)

f) Etude du métabolism« photosynthétique :

L'intensité photosynthétique des feuilles isoléss mesurée par I'électrode a oxygt
comme pour lintensité respiratoire ou I'échantill(feuilles) est caché par une boite n

afin d’accélérer le processus métabolic

E. Analyse statistique :

Les résultats obtenus ont fait I'objet d’'une analgtatistique grace au logiciel Minit
16. Les données sont représentées par la moyenne plhmins I'écart type (m:SD). Une
analyse de la variancANOVA a un critere de classification (dysa été effectuéi.Les
moyennes ont été comparées par lede TUKEY et DUNNETT.Le seul de signification
esta < 0.05(Dagnelie, 1999
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Paramétres biométriques

Introduction

La toxicité d'une substance est définie en fonctdm linteraction entre la
substance, I'organisme et le ten{fRand, 1995) Le plus souvent, s’il n’y a pas absorption du
contaminant par I'organisme, il N’y a pas de taéiqossible. Cependant, la simple présence
du polluant a l'intérieur de I'organisme n’'impliqums obligatoirement d’effet toxique ; la
concentration de la forme toxique doit atteindresenil au niveau des cibles moléculaires a
partir duquel il y a toxicité. On parle alors dedisponibilité toxicologiqugLanno et al.,
1998).

Landrum et al., (1996) précisent que l'accumulation est un lien directreerles
concentrations en contaminants dans I'environneraeeldurs effets potentiels aux différents
niveaux biologiques. La recherche de corrélatidnedes concentrations internes et les effets
toxiques est alors apparue comme un moyen de prédg effets en mesurant la quantité de
polluant accumulée par un organisfitopkin , 1990 ; Mc Carty et Mackay, 1993 ; Van
Straalen, 1996) Depledge et Rainbow , 1990;onsiderent que la charge corporelle totale
dans un organisme n'est pas une approche suffigenite localiser et prédire les effets
toxiques car la toxicité peut étre influencée pardistribution du contaminant dans les

différents tissus.
1. Objectif du travall

L’objectif de ce chapitre est d’étudies effets du Calliofop 36 EC, sur la biométrie

des Macrophytes étudiéeBlpdea canadensis et Lemna minor

2. Analyse statistique :

Les résultats obtenus ont fait I'objet d’'une analgsatistique grace au logiciel Minitab 16.
Les données sont représentées par la moyenne plusoms I'écart type (m+SD). Une

analyse de la variance ANOVA a un critere de clasdion (dose) est effectuée. Les
moyennes ont été comparées par le test de TUKEDXUNETTE. Le seuil de signification

est a < 0.05(Dagnelie, 1999).

>
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3. Résultats

Dans cette partie nous représentons les princip@sultats obtenus. Les parameétres
biométriques mesurés sont : la longueur moyensetiges(LMT) , la longueur moyenne

des feuilleLMF) , et le ratio matiere fraiche matiere se(Mé&/MS)
3.1 Elodea canadensis

Tableau 01: Analyse de la variance ANOVA a un critere de clascation (dose) avec les
tests de comparaison DUNETTE et TUKEY pour les pametres biométriques des
feuilles de Elodea canadensis aprés 3, 7, 14, 21 jours de traitement par le Catifop
36EC. (Do témoin, D;=35ug, D= 70ug, Q= 140 pg).

Variables ddl SCE CM Fobs P Dunette Tukey
3 56,750 18,917 12,11 0,006 Do (A) Do(A), D1 (A,B),D2,Ds
*% (B)
3 80,750 26,917 4,91 0,047 DgD:,D.(A) Dg(A), Dy,D2(A,B),
* Ds(B)
AU 3 101,563 33,854 6,69 0,024 Do,Dy,D,(A) Do(A), Di,Ds (A,B), Ds
* (B)
OB 3 76595 25532 44,59 0,000 D (A) Do(A), D1 (A,B), D, (B),
*k%k D3 (C)
3 02451 0,0817 0,56 0,660 Dg,Dy,D,,Ds Do,D1,DDs(A)
NS (A)
3 0,83129 0,27710 3,26 0,102 Dg,Dy,D,,Ds Dg,D:,Ds,Ds (A)
NS (A)
3 0,76953 0,25651 6,03 0,030 Dg,Dy,D; (A) Do,D:,Ds,Ds (A)
3 0,386567 0,128856 21,49 0,001 Dy,D: (A) Do,D1 (A), Dy,Ds (B)
3 0,001759 0,000586 19,53 0,002 Do (A) Do(A),D1(A,B),D>
3 4 *x (A,B,C), D3 B,0)
3 0,000200 0,000067 13,47 0,004 Do (A) Do (A),D; (A,B) , D»,Ds
9 0 *x (B)
3 0,000666 0,000222 0,26 0,852 Dg,Dy,D,,D; Do,D:,Ds,Ds (A)
7 2 NS (A)
3 0,014625 0,004875 2,43 0,164 Dg,Dy,D,,D5 Do,D:,Ds,Ds (A)
NS (A)

X1 :longueur des tiges

X3 : longueur des feuilles

X3 : MF/IMS
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3.1.1. Effets du Calliofop 36EC sur la longueur mgenne des tiges(LMT) :

La figure (8), représente les effetsGhlliofop 36EC sur la longueur moyenne des
tiges(LMT) de Elodea Canadensis a 3 jours de traitement apres analyse de la naeia
ANOVA a un critere de Classification (dose)l&b. 01), on constate une diminution trés
significative (p< 0.01) des traités par apport au témoin , aprésI4 jours de traitement la
réduction enregistrée des traités par apport moité est significative @ 0.05), apres
21jours de traitement la figure 8 , indique uns$mhautement significative {|®.001) des
tiges traitées avec effet dose dépendant.

ETémoin mD135ug D270 ug ®D3 140 pug

Longueurs des tiges (cm)

3j 7j 14j 21j

Durée de traitement

Figure 8: Effets du Calliofop 36 EC sur la longueur moyenneales tiges ¢m) chez

Elodea canadensis (m + SD ; n = 3)

Le test dOUNETTE indique pour la longueur des tigeés: Apres 3 jours de
traitement, le témoin Pest différent de B D, et D;. Apres 7 jours de traitement le test de
DUNNETTE montre que les doses,D;, D,, sont identiques entre elles et différentes de la
dose B. Aprés 14 jours de traitement, les dosgs M, D,, sont identiques entre elles et
différentes de la dosesDEnfin apres 21 jours de traitement le test de DEBNTE montre

que le témoin Pest différente des trois autres dose) et Ds. (Tab. 01).

Le test de classement des groupes genss HSD d@UKEY nous a révelé pour la
longueur des tigeX; les résultats suivants : apres 3 jours de traieeux groupes de doses
apparaissent , le premier groupe comprend la dose témoinyBt la dose B et le deuxieme
groupe B : est composé des dosess; Dy, D3, cependant la dose;[@st d’'une part identique
a la dose témoin et aux doses @t D; mais ces deux derniéres sont différentes de la dos
témoin Oy. Aprés 7 jours de traitement le test de TUKEY arpg de mettre en évidence deux

groupes de doses, le premier groépecomprend la dose témoiny @t les doses Det D; ;
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Le deuxiéme groupeB : est composé des doses, D, et D;, les doses Det D, sont d’'une
part identiques au témoinol®t la dose B mais d'autre part, les dose, 2t D; sont
différentes. Aprés 14 jours de traitement le tesTUKEY a mis en évidence deux groupes de
doses, le premier grouple: comprend la dose témoing[@t la dose Det D,; Le deuxiéme
groupe B : est composé des doseg D, et Ds, les doses Det D, sont d’une part identiques

au témoin @ et la dose Pmais d’autre part, les dose BX D; sont différentes.

Le test de TUKEY aprés 21 jours de tragatna permis de mettre en évidence trois
groupes de doses, le premier grodpese compose des dosesqy. dd Dy, le deuxieme groupe
B : contient les dose et Dy, le troisieme groupeC : est composé de la dosg Da dose R
est identique a la doseyBt Dy, en méme temps, elle est différente de la desé\ssi cette

derniére est différente des trois autres dosesDDet D,. (Tab. 01).
3.1.2 Effets du Calliofop 36EC sur lmngueur moyenne des feuilles(LMF) :

La figure (9), indique les effets dulli@éop 36 EC sur la longueur moyenne des
feuilles (LMF) de Elodea canadensis. Aprés3 et 7 jours de traitement, la diminution de la
longueur moyenne des feuilles est non significat{R 0,05) , aprés 14 jours de traitement
la diminution de LMF est significative €00.05) des traités comparativement au témoin , a 21
jours de traitement la diminution de LMF est lesmoént significative ( 0.001) par apport
au témoin ,ces résultats sont confirmés par I'a®alje la variance ANOVA a un critére de
Classification (dose)T@b.01).

ETémoin mD135ug D270 ug ®D3140pug

Longueur des feuilles (cm)

3j 7j 14j 21j

Durée de traitement

Figure 9: Effets du Calliofop 36 EC sur la longueur moyenneales feuilles ¢m) chez

Elodea canadensis(m £ SD ; n = 3).
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Le test dBUNETTE indique pourla longueur moyenne des feuilles, qu’ apres 3
jours de traitement, les doses, D, et D; sont identiques entre elles, et identique, a Bedo
témoin Oy; Aprés 7 jours de traitemenle test de DUNNETTE révele que les doses) et
D3 sont identiques entre elles, et identiques a Ised@moin DO ; Aprés 14 jours de
traitement, le test de DUNNETTEontre que les dosesyDD;, Do, sont identiques entre
elles et différentes de la dose. Bprés 21jours de traitemeié test de DUNNETTE indique
que les dosesd®t Dy sont identiques entre elles et différentes desgiBset Ds. (Tab. 01)

Le test de classement des groupes génes HSD d&@UKEY nous a révélé pour La
longueur moyenne des feuillés qu’ apres 3jours de traitement, un seul groépeil
comprend les doses D1, D,, et s, donc les trois doses 1D, et D; sont identiques entre
elles et identiques au témoiny,Dapres 7 jours de traitement , le test de TUKE)danis de
mettre en évidence un seul groupe il comprend les doses zPD;, D,, et D;, donc les trois
doses DB, D,, et D; sont identiques entre elles et identiques avelses témoin ) Aprés
14 jours de traitement ,Le test de TUKEY a perngsiettre en évidence un seul grodpe
il comprend les doses :oPD;, D,, et Ds, donc les trois doses 1DD,, et D; sont identiques
entre elles et identique avec la doses témajn Bpres 21 jours de traitement , le test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux group#s8rents, le premier groupa :
contient les doses :¢gPD; et le deuxieme groupd : se compose des doses; & D;, les
deux groupes sont parfaitement séparés : la daesesDidentique a la dose témoin Bt
différente des doses;[2t D;, ces deux dernieres sont identiques entre elldgfétentes des
doses Qet Dy . (Tab. 01).

3.1.3 Effets du Calliofop 36EC sur le ratiomatiere fraiche et matiere
seche (MF/MS):

La figure (10), montre les effets dull@dop 36EC sur la biomasse ché&todea
Canadensis, I'analyse de la variance ANOVA a un critére dedSlcation (dose).Tab.01)
montre une réductiotres significative du ratio MF/MS (g 0,01), comparativement au
témoin apres 3, et 7 jours de traitement. Apre®tldl jours de traitement la réduction du
ratio MF/MS est non significative £0,05).

-
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B Témoin mD135ug D270 ug mD3 140pg

0,96 -
0,94
0,92

0,9
0,88
0,86
0,84

Matiére fraiche et séche (g)

3 7j 14 21

Durée de traitement

Figure 10: Effets du Calliofop 36 EC sur le ratio MF /MS dedeuilles (cm) chez Elodea

canadensis (m £ SD ; n=3).

Le test dBUNETTE indique pour le ratio matiére fraiche matierehgeMF/MSX3
, apres 3jours de traitement, indique que la dé@swin ) est différente des trois autres dose
D,, D, par contre aprés 7jours de traitement, la doseitédy est différente des trois autres
dose O, D; et D;; Cependant ,aprés 14 jours de traitement leesdbs D, et D; sont
identiques entre elles, et identiques a la dos®itélm, ; et apres 21 jours de traitement, le
test deDUNETTE révele que les doses,[D, et D; sont identiques entre elles, et identiques
a la dose témoin P (Tab. 01).

Le test de classement des groupes hamesde@SD defUKEY nous a révélé pour le
ratio matiére fraiche matiere seche MF/M$, Apres 3jours de traitement, le test de TUKEY
a permis de mettre en évidence trois groupes diiférle premier groupé : se compose des
doses I, D1, le deuxieme group® : contient les doses DD, , et le troisieme group€ :
est composeé des dosesdd D; , la dose D est d'une part identique a la dose témogreDD;

, d'une autre part la Dest différente de la dose témoinp Det identique a la dosezD
cependant la dose témoirn st différente de la dosesDalors qu’aprés 7jours de traitement
le test de TUKEY a permis de mettre en évidence dgaupes différents le premier groupe
A : se compose des dosegd D, , le deuxieme group® : comprend les doses; D, et D3

. La dose DR est identique a la doses témoig & au doses Det D; quoi que ces deux
dernieres sont différentes par rapport@aApres 14jours de traitement, le test de TUKEY a
permis de mettre en évidence un seul groipal comprend les doses :oDD1, D,, et D,
donc les trois doses 1PD», et D; sont identiques entre elles et identiques avéénmin 0y ;

Apres 21jours de traitemeld test de TUKEY a permis de mettre en évidenceauh groupe
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A : il comprend les doses :oPD;, Dy, et D, donc les trois doses 1DD,, et D; sont

identiques entre elles et identiques avec le témodinTab. 01).
3.2 Lemna minor

Tableau 02 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les
tests de comparaison DUNETTE et TUKEY pour les pametres biométriques des
feuilles deLemna minor apres 3, 7, 14 et 21 jours de traitement par le defop 36EC
(Do témoin, D=35ug, D= 70ug, Q= 140 ug).

Variables ddl SCE CM Fobs P Dunette Tukey
3 115740 3,8580 10,18 0,009 DgD1,D»,Ds Do(A), DuDs(A,B),Ds
(A) (B)
3 10,362 3,454 3,39 0,095NS Dg,Di,D,,D;5 Dg,D1,Ds,Ds (A)
(A)
Jeu e 3 3,94269 1,31423 19,43  0,002** Dg(A) Do(A), D1(A,B)
D,(B,C),Ds (C)
YeeZxioid 3  1,51243 0,50414 51,96 0,000 Dg(A) Do(A), D1(B)
D,(B,C),Ds (C)
oeielidy 3 0,087492 0,029164 3,84 0,076NS Dg,D1,D2,(A) Do,D1,D2,Ds (A)
Yo/l 3 0,061292 0,020431 8,67 0,013* Dg,D1,Dz,(A) Do Di(A), Do(A,B),Ds
(B)
Yomlielll8 3 0,063492 0,021164 13,90 0,004 Do,D2,(A) Do(A), Dy(A,B)
D,(B,C),Ds (C)
Yoxiid 3  0,056492 0,018831 4550 0,000 Dg(A) Do(A), D1, D2 (B) Ds
**k%k (C)

X1 : longueur des racines
X2 : MF/IMS

3.2.1 Effets du Calliofop 36EC sur la longueur mgenne des racines(LMR) :

La figure (11), démontre les effets@ailiofop 36 EC sur la longueur moyenne des
racines (LMR) de la lentille d’eabemna minor. L'analyse de la variance ANOVA a un
critere de Classification (dos€)ab.02) met en évidence une diminution trés significativ
(p< 0.01) de (LMR) des traités par apport au témaires 3 et 14 jours de traitement. Par
contre apres 7 jours de traitement, cette diminuti® LMR est non significative ¥F0,05), et

est hautement significative{j®.001) par apport au témoin apres 21 jours destrant.
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Htemoin mD135ug D2 70pg mD3 140pg

O R N W b U1 O

longueur des racines(cm)

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 11 Effets du Calliofop 36 EC sur la longueur des racies €m) chez Lemna

minor (M= SD ;n=23).

Le test dDUNETTE indique pour la longueur des racines aprés 3 jours de
traitement, que les doses, D, et D; sont identiques entre elles, et identique au taérdgi
Apres 7 jours de traitement, le test D&INETTE révéle que les doses,, DD, et D; sont
identiques entre elles, et identiques a la dosenitér®,. Cependant aprés 14 jours de
traitement, le test dBUNETTE indique que la dose témoin Bst différente des trois autres
dose O, D, et Ds; Aprés 21 jours de traitement, le test de DUNNETA@ique que la dose
témoin Dy est différente des trois autres dose Dy et Ds.(Tab.02)

Le test de classement des groupes genses HSD d@UKEY nous a révélé pour la
longueur des racines apreg qu’apres 3 jours de traitemehéexistedeux groupes de doses ;
Le premier groupé : comprend la dose témoinyBt la dose Pet D,, et le deuxieme groupe
B : est composé des doseg D, et D;, les doses Det D, sont d’'une part identiques a la dose
témoin ) et la dose B mais d’'une autre part les dosgdd D; sont différentes. Aprés 7 jours
de traitementle test de TUKEY a permis de mettre en évidencesem groupeA : |l
comprend les doses D1, Dy, et Ds, donc les trois doses 1D, et D; sont identiques entre
elles et identique avec la doses témoiy Dependant apres 14 jours de traitemientest de
TUKEY a permis de mettre en évidence trois grougiéiérents : le premier group& : se
compose des doses DD, le deuxiéme group® : contient les doses;DD, , et le troisieme
groupe C : est composé des dosesdd D; ; La dose R est d’'une part identique a la dose
témoin Oy et a D ; d’ autre part la Pest différente de la dose témoig Det identique a la
dose B , cependant la dose témoin Bst différente de la dosesDAprés 21 jours de
traitement, le test de TUKEY a permis de mettreéeilence trois groupes différents : le
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premier groupé\ : se compose de la dose témoi) B deuxieme groupB : contient la dose
D,, et Dy, le troisieme groupeC : contient la dose D, et . La dose D est identique d’'une
part a la dose Det D; et d’'autre part différente de la dose témoin Des doses Det D; sont

différentes entre elles et difféerentes de la déswmin 0).(Tab.02)

3.2.2 Effets du Calliofop 36EC sur le ratio matiere fraide et matiere seche

(MF/MS) :

La figure (12) met en évidence d&dfets du calliofop 36EC sur la biomasse de
Lemna minor , aprés unanalyse de la variance ANOVA a un critére de Clasdion (dose).
(Tab.02). On constate une diminution non significativex(®,05) des traités par apport au
témoin aprés 3 jours de traitement, cette et unmendition significative (p< 0.05) du ratio
MF/MS par apport au témoin apres 7, et 14 jours de inaite, cette diminution est
hautement significative §0.001) par apport au témoin apres 21 jours déacbnavec le

Calliofop 36EC.

B temoin MWD135ug D2 70pg mD3 140pg

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Matiére fraiche et séche (g)

o

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 12: Effets du Calliofop 36 EC sur le ratio MF /MS dedeuilles cm) chez Lemna

minor (m+SD ; n = 3).

Concernant le ratio matiere fraiche ieratséche MF/MX,, le test d&DUNETTE
montre que aprés 3 jours de traitement, les dDseB;, D,, sont identiques entre elles et
différentes de la dosesDApres 7jours de traitement, le test@ENETT E montre que les
doses I, Dy, Dy, sont identiques entre elles et différentes d#oke DB, tandis qu’ apres 14
jours de traitement, le test @&JNETTE indique que les doseg Bt D, sont identiques entre
elles et différentes des doses & D;. Apres 21 jours de traitement, le testldNETTE
indique que la dose témoirn Bst différente des trois autres dose et Ds.(Tab.02)
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Le test de classement des groupes henesgHSD ddUKEY nous a révélé pour le
ratio matiére fraiche matiére seche MF/M$ , apres 3jours de traitement I'existence d’un
seul groupéX : il comprend les doses :oDDs, D, et Ds, donc les trois doses ;DD et Ds
sont identiques entre elles et identiques aveo$esitémoin R Apres 7jours de traitement
le test de TUKEY a permis de mettre en évidence deoupes différents : le premier groupe
A : comprend les doses[D; et Dy, le deuxiéme groupé : se compose des dosesdd D;.

La dose B est identique a la dose et, & différente des doses;dd la dose témoin Pquoi
gue ces deux derniéres sont identique a la des, Bpres 14 jours de traitement, le test de
TUKEY a permis de mettre en évidence trois grougiéférents le premier groupg : se
compose des doseg DD, , le deuxieme group® : contient les dosesiDPD, , et le troisieme
groupe C : est composé des doses & D; , la dose B est d’'une part identique a la dose
témoin [y et D, , d’'une autre part la [est différente de la dose témoig Pet identique a la
dose B . Cependant la dose témoin Bst différente de la dosesDAprés 21 jours de
traitement, Le test de TUKEY a permis de mettreégitlence trois groupes différents le
premier groupe’ : se compose de la dose témoin, B deuxieme groupe3 : contient les
doses B, D, et le troisieme groupé& : est composé de la dosg.hes doses Det D, sont

identiques et différentes de la dosgdDde la dose témoinyD(Tab.02)
» Discussion

Dans ce chapitre nous nous proposongrdeeder a une discussion générale des
principaux résultats obtenus dans cette partig, tcpite les variations du Calliofop 36EC
sur les parametres biométriques des deux macephgtudiées Elodea canadensis et
Lemna minor , celles-ci sont traitées par [I'herbicide a descentration différentes de
l'ordre de 35,70 et 140 ug de Calliofop 36EC. Ipssameétres mis en évidence sont la
longueur moyenne des feuilles (LMF) , la longuswayenne des tiges (LMT) , la longueur

moyenne des racines (LMR) , et le ratio matierelfi@matiere seche (MF/MS).

Les plantes piégent les radicaux likmeperoxydes en induisant plusieurs enzymes
antioxydantes, y compris un certain nombre de nofitab (Scandalios, 2002; Clijsterset
al., 1999; Mittler, 2002) Les plantes, exposées a des doses toxiques tiddess induisent
des enzymes antioxydantes, un mécanisme bien démdatprotection pour minimiser les
dommages oxydatifs cellulairéaust et al., 1985; Mazhoudiet al., 1997; Mittler, 2002)

Depledge et Rainbow , (199@pnsidéerent que la charge corporelle totale dans un

organisme n'est pas une approche suffisante poalider et prédire les effets toxiques , car
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la toxicité peut étre influencée par la distribatidu contaminant dans les différents tissus.
Cette approche a surtout été utilisée pour refisrconcentrations corporelles critiques avec

des effets biologiques (physiologiques, biochimgumeoléculaires.....)

Le diclofop methyl qui est la matiére iaetdu Calliofop 36 EC , est un produit
herbicide qui agit par voie systémique dans latpladont il perturbe la physiologie, en
inhibant la synthese des pigments. En effet, ik@ptalé dans la littérature que cet herbicide

exerce une phytotoxicité sur les feuilles de ceesiculture¢Binet, 1989).

La qualité de la croissance peut gqodr I'existence d'un effet délétere causé pa
le xénobiotiqgugStratton et al.,, 1979)et ce parameétre peut étre un moyen pour déterminer

les effets des herbicides sur les organisnipmtaues.

Une réduction de la longueur moyenne dgsstiLMT) chezElodea canadensis est
notée suite a I'exposition a I'herbicide. Cetteugttbn est démontrée pdrairchild et al.,
(1997) qui trouvent peut de différences notables, surdégssance pour toutes les especes
testées au cours de ces travaux (algues vertegri peut s’expliquer par le fait que le
systeme continu a produire de I'ATP et permaetl'organisme de survivre malgré le

blocage du transport des électrons.

Le Calliofop 36EC a un effet inhibitesur la croissance des racines de la lentille
d’eau «emna minor » , selonOncel et al.,( 2000)cette diminution s’ expliquerait par le fait
gue la croissance de la plante est fonction detdresibilité de la paroi cellulaire, la
conductivité de l'eau, le potentiel osmotique, &ik de turgescence et d'autres facteurs

abiotiques ou biotiques .

Kelly et al., (1979) ont constaté que l'allongement racinaire estctdf@égativement
en fonction de concentrations croissantes en Cadmile plus, de part les travaux sur le
chéneEpron et al.,(1999) ont déduit que les traitements salins modéré&degts pouvaient
altérer fortement I'’élongation des racines. Cecintreo que ce parametres est un tres bon

indicateuy biomarqueur de la pollution.

>
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Les résultats obtenus montrent que le traitermer@lliofop 36EC réduit sensiblement
le ratio MF/MS des plantesktodea Canadensis et Lemna minor». Nos résultats appuient
ceux obtenus pakeita et al., (1991) et Djebaliet al., (2003 qui indiquent une baisse

considérable de la croissance pondérale dés Iedghles concentrations de xénobiotiques.
» Conclusion

Au terme de ce chapitre, nous pouvanklare que nos plantes aquatiquelsdea
canadensis et Lemna minor sont sensibles a la présence de I'herbicide Gafli@6EC, cette
sensibilité s’est manifestée par une perturbatesghrametres biométriques, mesurés durant
notre travail. Ceci se traduit par une diminutianla longueur moyenne des feuilles (LMF),
et de la longueur moyenne des tiges (LMT) et d’baisse du ratio (MF/MS) cheElodea
canadensis, chez L. minor il est constaté une inhibitionladdongueur moyennes des racine
(LMR) accompagnée par une réduction du ratio (MF/MSes effets toxiques observés sont
dose dépendants et les résultats sont significatési est confirmé par I'analyse de la

variance ANOVA a un critére de classification (dose
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Introduction

Depuis les années 40, I'application d’herbicidesyl@hése s’est avérée étre la solution
la plus efficace et la plus rapide pour contrékes espéces de mauvaises herbes dans les
cultures(Preston et Powles, 1998En 2000, le marché mondial des herbicides reptaie
prés de 15 milliards de dollars US, soit 40% deastase de produits pesticides ; le tiers du
marché mondial des herbicides correspondant aupidies anti- graminég8rown, 2001)

Cependant I'application répétée d’hedmsi constitue une pression de sélection, qui
conduit a la sélection de résistances chez les ames/ herbes, d’'autant plus lorsque les
herbicides appliqués ont le méme mode d’action.

L’évolution des résistances sélectiosn@st influencée par différents facteurs
génétiques tels que la fréquence initiale des gdaagsistance ou encore la dominance de la
résistancdgJasieniuk et al., 1996) Depuis les années 70, le nombre de cas de rsistaix
herbicides n’a cessé d’augmenter et on compte letent, dans le monde, plus de 180
espéeces d’adventices présentant des plantes nésgstaau moins un herbicifideap, 2007).

La résistance aux herbicides représente donc umeaaeesérieuse pour le contrdle des
mauvaises herbes et la production agricole.

* Le potentiel épuratoire des plantes aquatiques

Les végétaux aquatiques ont montré &dfficacité dans I'‘élimination de polluants
organiques comme les phénols, les composés ordanéshet organophosphoreés, les
chlorobenzenes, et méme les pesticifi@kir et al., 2009) Concernant ces derniers, les
rendements d‘épuration a l‘aide de plantes aquesiont variables, de 20 a 95 %, selon les
propriétés physico-chimiques des molécules etpge tfe plantegRice et al., 1997 ; Gaoet
al., 2000 ; Mitsouet al., 2006 ; Tront et Saunders, 2006 ; De Carvalhet al., 2007 ; Caiet
al., 2007) Les plantes aquatiques paraissent donc avoiomipdtentiel dans le processus de
phytoremédiation des pesticidéXoncernant le prélevement et le transport desqigss chez
les végétaux, peu de travaux ont été réalisésegara de ceux conduit sur les métaux lourds.
Cependant, depuis quelques années ces travaux Heplient et montrent des résultats
prometteurgGaoet al., 2000 ; Schroderet al., 2002 ; Susurlaet al., 2002 ; Campost al., 2008
; Reichenauer et Germida, 2008 ; Gerhardet al., 2009).

.
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Ces polluants organiques prélevés sansformés en composés moins toxiques voire
totalement minéralisés en dioxyde de carbone,tajtcnlore ou ammoniufCunningham et
al., 1996 ; Meagher, 2000)L'extraction des pesticides par les plantes vaeddpe des
propriétés physico-chimiques de la molécule actide, son mode d‘application, des
caractéristiques du milieu, des facteurs climasqgeiedu type de plante. Il faut, dans lidéal,
des plantes a l‘activité photosynthétique intertsgertolérante, hyperaccumulatrice, avec
une translocation et un stockage a taux élevé eutraction rapide et un systeme foliaire et
racinaire développéChaudhry et al., 2002)

* Mécanismes d’adaptation des plantes au stress
- La capacité photosynthétique

La cinétique de la fluorescence chlorophyllienneuéitisée pour étudier les effets des
stress abiotiques sur le rendement de la photosyatlet principalement sur l'activité des
photosystéemes PS(Krause et Weis, 1991)Djekoun et Planchon, (1991)ont confirmé
I'intérét des mesureis vivo de la fluorescence chlorophyllienne pour I'étudd’ddaptation

des plantes cultivées aux contraintes de I'envieoment.

Les investigations basées sur des évaluations fleol@@scence chlorophyllienne ont
prouvé que le PSII est tout a fait résistant aassthydrique. Une grande partie du stress
hydrique a été orientée pour diriger les effets ldedéshydratation sur les réactions
biochimiques de la photosynthgsgteitholt et al., 1991)

Pendant que les teneurs en eau des feuilles dintinuae diminution d'efficacité
photochimique de PSII et du transport d'électropreeluit (Giardi et al., 1996) Ceci peut
étre di aux dommages des centres de réaction tlend peut également étre provoqué par
la diminution de la capacité de transport d'électde PSII(Osmond, 1994).La majeure
partie de la variation de I'utilisation d'énerg@mupla photochimie pendant un stress hydrique
peut étre expliquée en termes de variation deicdgdité de la capture d’électron par les
centres ouverts de PSICornic et Fresneau, 2002). Yakhlef et Djekoun, (D) suggérent
gue la survie des plantes au manque d'eau est e jgme a l'entretien de la capacité
photosynthétique des feuilles, permettant le ré&sdinent rapide des plantes suite a une

période de stress hydrique.
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- Lateneur en chlorophylle

Il est clairement exposé dans la littérature quehlatosynthése et les échanges gazeux
des feuilles sont affectés par plusieurs stresd, darsalinité, le stress hydrique, le stress
métallique, la compaction du sol, une nutritiondéquate...etc(Thripathi et Tripathi,
1999)

Sous un stress hydrique, une diminution de la teeauchlorophylle est remarquée
chez le blé dufBousbaget al., 2009) Pour limiter les pertes en eau par évaporaticaussi
laugmentation de la résistance a I'entrée du,C&mosphérique nécessaire a la
photosynthese, I'économie de I'eau se traduit par turgescence relative moins affectée par
le stress conduisant a une dilution de la chlorbpli$layter, 1974) Le rapport chlorophylle
(a/b) est un bon indicateur du seuil de tolérancstess hydriquéGuettouche, 1990)Tahri
et al., (1998) mettent en évidence une augmentation de la temeysroline foliaire sous
I'effet du stress suivie par un abaissement daselgeurs en pigments chlorophylliens totaux
(Chlorophyllesa etb).

Les résultats ddahri et al., (1998) révelent une certaine proportionnalité, mais
inverse, entre les teneurs en proline accumulédsseieneurs en pigments chlorophylliens
perdues. Ainsi la variété qui accumule plus deipeoést aussi celle qui connait la plus forte

diminution de ses teneurs en pigments chloropmgdlit vice vers@lahri et al., 1998)

- Accumulation de la proline en condition de stress
L’accumulation de la proline constitue aussi uniteéfe mécanisme de tolérance au
stress(Slamaet al., 2005) L’existence chez les céréales d’'une variatioraggécifique pour
'accumulation de la proline sous l'effet du strdsgdrique suggére la possibilité d’'une
sélection, sur la base de ce caractéere, des gé&sotyp auront une bonne capacité a survivre
et un rendement en grains stable en conditionsdues limitantegBergarecheet al., 1993)
Pour cette raison, certains auteurs comBwdlinger et al., (1991) proposent I'accumulation

de la proline comme technique de sélection.

Selon un autre point de vue, 'accumulation de ipeoln’est pas une réaction
d’adaptation au stress, mais plutét le signe d’pedurbation métaboliquéHanson et al.,
1977; Hermandezet al., 2000)

-
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L'origine de la proline accumulée sous stress nast totalement éclaircie. Elle est
soit synthétisée de nouveau a partir de I'acidéagtique (Glu) ou via l'ornisitole (Orn), qui
sont utilisés comme précurse@maraset al., 1995) Les hydrates de carbone peuvent étre
des facteurs essentiels dans I'accumulation deolinp, car la synthése des protéines est liée
automatiguement au métabolisme des glucides etesparation (dans le cycle de Krebs) par
I'intermédiaire lo cétoglutarate qui forme le statut carbonique pawgynthése de la proline
(Chaib, 1998)

L’addition de l'ornithine dans le milieu de cultuaugmente la source de la proline
par l'intermédiaire de I'enzyme ornithine aminoriséerase(Chaib, 1998) Savouréet al.,
(1995) montrent cheArabidopsisque 'augmentation de transcrits de la P5CR (_1gtipie-

5- carboxylate synthétase) est corrélée a une autgtien de proline. De plus, cet auteur a
montré que cette augmentation était directemeigerd@ I'application du stress. En effet, lors
de la phase de récupération juste aprés I'appiicatu stress, le contenu en proline diminue
en méme temps que la quantité de transcrits camesmt a la P5CR (_1- pyrroline-5-

carboxylate synthétase). L'induction de ce genalgsttement reliée a la régulation du taux

de proline dans les cellules en fonction du stress.

L’accumulation de la proline induite par les strepsut étre le résultat de trois
processus complémentaires : stimulation de sa &yatimhibition de son oxydation et/ou

altération de la biosynthese des protéifigahri et al., 1998)

- Les sucres

Quant aux sucres ils jouent un réle prédominamsda vie d’'une plante, ils sont
produits par la photosynthése, transportés ventssass profonds, canalisés vers la respiration
ou convertis en composeés de réserve qui sont elarhent dégradés en leurs constituants

carbohydrates.

L’accumulation des sucres solubles est un moyemtadpar les plantes en cas de
stress, a fin de résister aux contraintes du milajji et al., 1998) Les sucres ont été
signalés comme des osmorégulateurs potenficdsneli et Losel, 1995; Sanchezt al.,

1999) lIs jouent un réle important dans I'ajustemeninosque, lequel est considéré comme
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une réponse adaptative des plantes aux condit®wieficit hydriqugZhang et al., 1999)et
stress salifAit Haddou ,2002 ; Abdul, 2004)

lls peuvent protéger les membranes et les protémeatse la déshydratation en incitant
la formation d’'une sorte de verre aux températptesiologiquegDavid et al., 1998) Les
sucres accumulés pendant le stress vont probablétrerutilisés dans la croissance apres la

levée de cette contrainfgameli et Losel, 1995).

SelonClifford et al., (1998) 'accumulation des sucres solubles peut résdfene
augmentation de I'hydrolyse de lI'amidon puisqu’dst enregistré, simultanément, une
diminution de I'amidon et une accumulation de ssi@elubles dans les tissus stressés. IL a
été montré que le malate pouvait représenter U080 des sucres solubles dans les feuilles
de Renoncule alpine acclimatées a la combinaisnd &t lumiere, et que cette teneur chutait
significativement aprés dé-acclimatation. Par ofijors la teneur extrémement élevée en
ascorbate - molécule antioxydante - chez la Sol#aaiine semble moins dépendante des

conditions environnementales.

D'autres métabolites primaires, comme le méthtddieglucose, dont la présence en
grande quantité chez certaines especes alpingsutsi fait nouvelle, ne sont peut-étre pas
directement impliqués dans les mécanismes photegieurs mais pourraient jouer un role de

puits de carbone au sein des tissus photosyntle&iiGornic et al., 2005).

Le potentiel osmotique peut étre maintenu pour wass hydrique de faible ou
moyenne intensité, par ajustement osmotique. Leesypeuvent servir de composeés solubles
compatibles pour cet ajustement osmotique, commedreuses autres molécules (proline,
glycine-bétaine ou pinitol).

D’aprés Bensari et al., (1990) lorsque la contrainte hydriqgue cesse, la feuille
reconstitue les réserves d’amidon et si une noenaghtrainte hydrique intervient, le temps
d’adaptation est plus court.

En effet, Hare et Cress, (1997yemarquent que les sucres glucose, fructose et le
saccharose représentent des osmoticums beaucoups rpaissants que la proline, ils
participent eux aussi au maintien de la balanda flace osmotique.
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Par ailleurs, il a été observé que sous stressiduglrles réserves amylacées sont
progressivement utilisées suite a leur conversi@ide en saccharose qui pourra étre associé
a une inhibition de la synthese de 'amid@eigenbergeret al., 1997) Ainsi, les enzymes
liés au métabolisme des sucres semblent avoir mpertance majeure dans la tolérance au
stress hydriquéGeigenbergeret al., 1997)

L'implication des sucres dans la tolérance au sthaglrique a été mise en évidence
par les corrélations observées entre le contenwceetains sucres et I'acquisition de la
tolérancgDéjardin et al., 1999)

De nombreuses études ont mis en évidence |'acctiomulde sucres solubles lors de
la dessiccation. Une idée principale en ressdifgrdnts sucres solubles peuvent étre présents
dans des tissus bien hydratés, mais le sacchasbgmédérentiellement accumulé dans les
tissus en déshydratatigbéjardin et al., 1999).

Les protéines de stress jouent un réle dans l'atiaptde la plante et de ce fait de
nombreux chercheurs abordent la résistance ausspas l'isolement et I'étude de ces
molécules(Campalans et al., 1999). Schulzeet al., (2005) ont montré qu’une partie des
protéines induites ont une fonction directe damsigmentation de la tolérance au stress
(protéines fonctionnelles), d’autres ont une famttilans la chaine de transduction (protéines
régulatrices) qui aboutiront a la production det@rees fonctionnelles. La plupart des
protéines a fonction directe sont des aquaporihete® enzymes catalysant la biosynthese
d’osmolytes (carbohydrates et acides aminés).

1. Objectif du travail
L’objectif de ce chapitre est d'étudier leetffdu Calliofop 36EC sur :
a) Les parametres biochimiques :
* Les protéines totales.
* Les sucres totaux.

* La proline.

]
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b) Les parametres physiologiques :

* La chlorophyll@a
* La chlorophylld

* La chlorophylla+b

2. Analyse statistique des résultats

Les résultats obtenus ont fait I'objetrBuanalyse statistique grace au logiciel Minitab
16. Les données sont représentées par la moyenseplmoins I'écart type (m=SD). Une
analyse de la variance ANOVA a un critere de clasdion (dose) est effectuée. Les
moyennes ont été comparées par le test de TUKEDXUNETTE. Le seuil de signification

est a < 0.05(Dagnelie, 1999).

3. Résultats

Dans cette partie nous présentongriasipaux résultats obtenus concernant les
essais réalisés au laboratoire. Les parametresrésesont les parametres biochimiques :
les protéines totales, les sucres totaux, lamEpkt comme parametre physiologique : la

chlorophylle &, beta+b).

3.1Effets du Calliofop 36EC sur les parametres biochimgues

3.1.1 Elodea canadensis

=
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Tableau 03: Analyse de la variance ANOVA a un critere de clasication (dose) avec les
tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernantes parameétres biochimiques
des feuilles deElodea canadensis, apres 3, 7, 14 et 21 jours de traitement, par le
Calliofop 36EC. (Do témoin, D;=35ug, D= 70ug, = 140 ug).

Variables  ddl SCE CM Fobs P Dunette Tukey
3 30,2685 10,0895 26,55 0,001  DoDi(A) DoDi(A), DoDs
**k% (B)
X4-Tjour 3 19,7165  6,5722 17,49 0,002** DgDi(A) Dg(A),Di(A,B),D>
(A,B,C), D3 B,C)
YOS 3 1663,49 554,50  8849,59 0,000 Do (A) Do(A),D1(B),D2
(), D3 D)
YA 3 200,718 66,906 285,75 0,000 Do (A) Do(A),D1(B),D2
(©), b3 ©O)
3 0,443422 0,147807 36,58 0,000 Do (A) Do(A), D1(B)
D,(B,C),Ds (C)
3 1,23847 0,41282 7,80 0,017** DoD:(A) Do (A),Di(AB),
D2,Ds (B)
X5-14j0Uf 3 0,43363 0,14454 9,18 0,012** Do'Dl,Dz Do,D]_,,DZ(A),
(A) D3(B)
YeXia 3 0,64989 0,21663 15,61 0,003** Dg(A) Do(A), DiD.Ds
(B)
Xg-3jour 3 0,352492 0,117497 25,01 0,001  DoDy,D. Do,Di1,D2(A),
(A) D3(B)
3 0,073892 0,024631 6,11 0,030+ DoD:y,D, Do(A), Di,D,
(A) (A,B), D3 (B)
A 3 0,096867 0,032289 12,93 0,005** DoD;(A) Do (A),D:(A,B),
D,,D3 (B)
YOXI 3 1,37689  0,45896 92,46 0,000 DoD;(A) Do,D; (A),
D2(B),Ds (C)

X4 : protéines
Xs @ glucides
Xg : proline

a) Effets du Calliofop 36EC sur la teneur en protéinesotales

La figure (13), représente les effetCdlliofop 36EC sur la teneur en protéines totales
chezElodea Canadensid.’analyse statistique ANOVA réalisé selon le @ré dose, révele
une augmentation hautement significative en pretitotales (p< 0.001) par apport au
témoin apres 3, 14 et 21 jours de traitement, etaugmentation tres significative €p0.01)

par apport au témoin apres 7 jours de traitementapaolécule Calliofop 36ECTab.03)
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B Témoin mD135pg D270 ug mD3 140 pg

MF)

Teneur en proteines (pug / mg de

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 13: Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en protéies totales (ug/g de MF)

chez Elodea canadensis(m £ SD ; n = 3).

Le test dBUNETTE indique poules protéines totales, apres 3 jours de traitement
les doses Ppet D, sont identiques entre elles et différentes desslBs et D;. Aprés 7 jours
de traitementles doses Pet D, sont identiques entre elles et différentes dessibset Ds;
Apres 14 jours de traitemelat dose témoin Pest différente des trois autres dose Dy et
D3, et aprés 21jours de traitement, le test de DUNNEIndique que la dose témoiry Bst
différente des trois autres dosg D, et Ds.(Tab.03)

Le test de classement des groupes horeedd8D deTUKEY nous a révélé pour les
protéines totaleX,, apres 3 jours de traitement, deux groupes différeld premier groupe
A : contient les doses :gDD; et le deuxieme group® : se compose des doses,:dd D;, les
deux groupes sont parfaitement séparés, la dgsesDidentique a la dose témoiny Bt
différente des doses;[@t Dz, ces deux derniéres sont identiques entre elldgfétentes des
doses et Di. Apres 7 jours de traitement , le test de TUKEYeamis de mettre en évidence
trois groupes différents le premier groupe se compose des doses,D , le deuxieme
groupe B : contient les dosesiPD; , et le troisieme group€ : est composé des doses &
D3, la dose B est d’'une part identique a la dose témoieba B , d’'autre part la Pest
différente de la dose témoingDet identique a la doses@ependant la dose témoiny Bst
différente de la dosedDtandis qu'apres 14 jours de traiteméattest de TUKEY a permis de
mettre en évidence quatre groupes différents rdenger groupe? : contient la dose témoin
Do, le deuxieme group® : contient la dose D, le troisieme groupeC : contient la dose D,
et le quatrieme group® : contient la dose D, les quatre groupes sont parfaitement séparés
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chaque dose est difféerente des trois autres ddase'®st identique a aucune d’entre elles.

Aprées 21jours de traitement, le test de TUKEY amerde mettre en évidence quatre groupes
différents : le premier group® : contient la dose témoingDle deuxiéme group@ : contient

la dose B, le troisieme groupeC : contient la dose P, et le quatrieme group® : contient

la dose @, les quatre groupes sont parfaitement sépat&sque dose est différente des trois

autres doses et n'est identique a aucune d’ené® €Tab.03)

b) Effets du Calliofop 36EC sur la teneur en sucres taux

CheZ. Canadensis trois jours de traitement on remarque une autatien en sucres
totaux hautement significative{®.001) des traités par apport au témoin. A 7,12]1gours
de traitement on remarque une augmentation ensstatiaux tres significative £€00.01), des
traités par apport au témoin (figure 14). Ce t@suwst confirmé par I'analyse statistique de
la variance ANOVA , AV1 (dose)Tab.03)

B Témoin mD135,3ug D270,6 ug m®D3141,25 g

MF)

teneur en sucres totaux ( pg /g de

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 14: Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en gludes (ug/g de MF) chez

Elodea canadensis (m £ SD ; n=3)

Le test dABUNETTE indigque pour les sucres totaux Xaprés 3 jours de traitement
gue la dose témoin Pest différente des trois autres dosg D, et Ds;. Aprés 7 jours de
traitement les dosesolet D, sont identiques entre elles et différentes dessd@sect Ds.
Apres 14 jours de traitement, le testDENETTE montre que les doses,[D;, D,, sont

identiques entre elles et difféerentes de la dogpApres 21 jours de traitement, le test de

I
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DUNETTE indique que la dose témoiny[@st différente des trois autres dose Dy et Ds.
(Tab.03).

Le test de classement, des groupes horeede8D deTUKEY nous a révélé pour les
sucres totaux, aprés 3 jours de traitement, tnmspes différents : le premier groupe se
compose de la dose témoip, e deuxieme group® : contient la dose D et Dy, le troisieme
groupeC : contient la dose P et Ds, la dose B est identique d’'une part a la dosedd D; et
d’autre part différente de la dose témoig,Des dose Det D; sont différentes entre elles et
différentes de la dose témoin.DAprés 7jours de traitemene test de TUKEY a permis de
mettre en évidence deux groupes différents le megroupe? : se compose des doses &
D,, le deuxiéme groupeB : comprend les doses; DD, et D;. La dose B est identique a la
dose témoin Pet au doses Det D;, quoique ces deux derniéres sont différentesdsa
témoin 0y; Apresldjours de traitement, le test de TUKEY anpe de mettre en évidence
deux groupes différents : le premier groupe contient les dosesDD;, et D,, le deuxieme
groupe B : comprend la dose Ples doses du premier groupe Do,D1,D, sont identiques et
différente de la dose ) Aprés 21jours de traitemen test de TUKEY a permis de mettre
en évidence deux groupes différents : le premieuggA : contient la dose témoingDle
deuxieme groupeB : comprend les doses;D, et D;, ces dernieres sont identiques entre

elles et difféerentes de la dose témoidDd premier groupdTab.03).

c) Effets du Calliofop 36EC sur la teneur en proline

Aprés 3, et 21 jours de traitement lauffig(15), met en évidence une augmentation
hautement significative §0.001) en proline comparativement au témoin diBkxlea
canadensisapres 7 jours de traitement, on constate une augti@nsignificative (g 0.05)
de la teneur en prolingar apport au témoin, cette augmentation est iggsfisative (p<
0.01) par apport au témoin apres 14 jours de cantdion par le Calliofop 36EC. Ces
résultats sont confirmés par I'analyse de la va@gaANOVA a un critére de classification
(dose)(Tab.03).
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B Témoin mD135 ug D270 pg mD3140pug

Teneur en proline ( ug/g de MF)

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 15: Effets du Calliofop 36 EC sur le taux en prolindug/g de MF) chezElodea
canadensis(m = SD ; n = 3).

Le test dA®UNETTE indique pour la teneur en prolitkg, apres 3 jours de traitement
gue la dose témoin est identique aux doses,[D,, et différente de la dosesPD Apres 7
jours de traitement, le test @JNETTE montre que le dose témoin DO est identique au
doses DB, D, et difféerente de la dosesPCependant aprés 14 jours de traitemientest de
DUNETTE indique que les doseg Bt D, sont identiques entre elles et différentes desslos
D, et Ds; Apres 21 jours de traitemernig test de DUNNETTE indique que les dosgseDD,
sont identiques entre elles et différentes dessdbset Ds. (Tab.03).

Le test de classement des groupes homsede8B deTUKEY , nous a révélé pour la
teneur en prolin&Xg, aprés 3 jours de traitemetd¢ux groupes différents : le premier groupe
A : contient les dosesDD,, et D, le deuxieme groupd : comprend la dose{ les doses
du premier groupé « Dg,D;,D,» sont identiques et différente de la dose Bprés 7jours
de traitementle test deTUKEY a permis de mettre en évidence deux groupes desdies
premier groupe? : comprend la dose témoiny[@t la dose Pet D,, et le deuxieme groupe
B : est composé des doseg D, et D;, les doses Det D, sont d’'une part identiques a la dose
témoin ) et a la dose Pmais, d’autre part les dosg Bt D; sont différentes, tandis qu’aprés
1l4jours de traitemenie test deTUKEY a permis de mettre en évidence deux groupes
différents : le premier group& : se compose des doses & D;, le deuxieme groupeB :
comprend les doses; DD, et D; . La dose B est identique & la doses témoip & au doses
D, et Ds, quoique ces deux dernieres sont différentes dasa témoin B; Apres 21jours de
traitement,le test deTUKEY a permis de mettre en évidence trois groupesrdiifé le

premier groupé\ : se compose des dosesg IB dose témoin et Dle deuxieme groupes :

L7
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contient la dose P et le troisieme groupeC : contient la dose P La dose témoin est
identique a la dose®st différente des dose Bt Ds, ces deux derniéres sont différente entre
elles et différentes de la dose. Drab.03).

3.1.2 Lemna minor

Tableau 04 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les
tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant k& paramétres biochimiques
des feuilles deLemna minor apres 3, 7, 14 et 21 jours de traitement par le @@fop
36EC (Do témoin, D,=35ug, D= 70ug, = 140 pg).

Variables ddl SCE CM Fobs P Dunette Tukey
Cilsy 3 14,2464 4,7488 230,06  0,000%** Do(A) Do(A),D1(B),
D2,D3(C)
ewiligy 3 23,0183 7,6728 198291 0,000%** Do(A) Do(A),D1(B)
,D2 (C), D3 (D)
e 3 22,7778 7,5926 867,17  0,000%** Do(A) Do(A),D1(B),
D, (€), D3 D)
Yewxile 38,0749 2,6916 185,77  0,000%** Do(A) Do(A),D1(B),
D2 (C), B3 D)
3 31,4526 10,4842 907,50  0,000%** Do(A) Do(A),D1(B),
3 43,2588 14,4196 1217,70 0,000%** Do(A) Do(A),D1(B),
D,,D3(C)
3 47,8419 159473 1895,98 0,000%** Do(A) Do(A),D1(B),
D,,D3(C)

YOI 3 453416 151139 22502 0,000  Do,Di(A) Do,Di(A),
D2(B),Ds3(C)

3  0,006226 0,002075 26,28 0,001 %** Do,D1,Da(A) Do D1Do(A),

7 6 Ds(B),
el 3 0,045174 0,015058 16,92 0,002 Do,D1(A) Do(A),D1(A,B)
Dx(B,C),Ds
©)
Y8 3 0,050425 0,016808 8,66 0,013** Do,D1(A) Do(A),D1(A,B)
Dx(B,C),Ds
©)
YewXioe 3 0,000987 0,000329 15,95 0,003 Do,D1(A) Do(A),Dy(A,B)
7 2 D2(B,C),Ds
©)

X3 : protéines X4 : glucides X5 : proline
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a) Effets du Calliofop 36EC sur la teneur en protéinesotales

La figure (16) illustre les effets dullitdop 36EC sur la teneur en protéines totale
chez la lentille d’eau.emna minor, I'analyse de la variance ANOVA a un critere de
classification (dose) tableau 04, montre une augmtien de la production des protéines
totales hautement significative<({®.001) par apport au témoin apres 3,7, 14 et @isjde
traitement(Tab.04)

B Témoin mD135ug D270 ug mD3 140 pg

MF)
N

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Teneur en proteines (ug / mg de

Durée de traitement

Figure 16: Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en protéies totales (ug/g de MF)

chez Lemnaminor (m+=SD ;n=3).

Le test dOUNETTE indique pour le taux des protéines totakes aprés 3 jours de
traitement que la dose témoin Bst différente des trois autres dose D, et Ds; Aprés 7
jours de traitemente test deDUNETTE indique que la dose témoin [@st difféerente des
trois autres dose DD, et D;, par contre a 14 jours de traitemeln¢, test deDUNETTE
indique que la dose témoin Bst différente des trois autres dose et Ds; Aprés 21jours
de traitementle test deDUNETTE indique que la dose témoin DO est différente dess
autres dose DD, et D;. (Tab.04)

Le test de classement des groupes homogenes HSDKIEY nous a révélé pour le
taux des protéines totaless, aprés 3 jours de traitemetpis groupes différents : le premier
groupeA : se compose de la dose @ dose témoin, le deuxiéme groufie: contient la
dose D, et le troisieme groupeC : contient les doses [kt D;. Les doses Pet D; sont
identiques entre elles et différentes de la déswin et la dose Dqui sont différentes entre

elles ; Apres 7 jours de traitemeld,test de TUKEY a permis de mettre en évidencdrgua

I




Paramétres biochimiques et physiologiques

groupes différents le premier groupe contient la dose témoingDle deuxieme groupB :
contient la dose D, le troisieme groupeC : contient la dose D, et le quatrieme group® :
contient la dose P, les quatre groupes sont parfaitement séparépiehdose est différente
des trois autres doses et n’est identique a aut'emére elles ; Cependant, apres 14 jours de
traitement, le test de TUKEY a permis de mettredeidlence quatre groupes différents : le
premier groupé\ : contient la dose témoingDle deuxiéme group® : contient la dose D, le
troisieme groupeC : contient la dose P et le quatrieme group® : contient la dose P, les
guatre groupes sont parfaitement séparés chaqeeedoslifférente des trois autres doses et
n'est identique a aucune d’entre elles ; Apres @&ir§ de traitemente test de TUKEY a
permis de mettre en évidence quatre groupes ditferele premier groupé : contient la
dose témoin B le deuxieme group® : contient la dose D, le troisieme groupé : contient

la dose D, et le quatrieme groupeD : contient la dose P, les quatre groupes sont
parfaitement séparés, chaque dose est différestdrois autres doses et n’est identique a

aucune d’entre elle§Tab.04)

b) Effet du Calliofop 36 EC sur le taux des sucres tatux

La figure (17) met en évidence les efidisCalliofop 36EC sur la teneur en sucres
totaux de la lentille d’eauLemna minor L’'analyse de la variance ANOVA a un critére de
classification (dose)(Tab.04), révéle une augmentation hautement significatpre @.001)

des traités par apport au témoin. A 3,7, 14 ebRisjde traitement.

B Témoin mD135pug D270 ug ®D3140 pug

de MF)
O L N WP Uu oo

Teneur en sucres totaux (ug/g

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 17 : Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en gludes (ug/g de MF) chez

Lemnaminor (m+ SD ; n = 3).
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Le test dBUNETTE indique pour la teneur en glucidégapres 3 jours de traitement,
gue la dose témoin ®st différente des trois autres dosgs D et D;. Aprés 7 jours de
traitement, le test de DUNETTE indique que la d@éseoin ) est différente des trois autres
dose DO, D, et Ds; Aprés 14 jours de traitemeng test de DUNETTE indique que la dose
témoin O est difféerente des trois autres dose Dy et Ds; Apres21 jours de traitement, le
test de DUNETTE indique que les dosesebD, sont identiques entre elles et différentes des
doses D et Ds. (Tab.04).

Le test de classement des groupes hamsgdSD deTUKEY nous a révélé pour la
teneur en glucideX, a mis en évidence apres 3 jours de traitemeuatre groupes
différents : le premier group® : contient la dose témoingDle deuxiéme group@ : contient
la dose D, le troisiéme groupeC : contient la dose P, et le quatrieme group® : contient
la dose @, les quatre groupes sont parfaitement séparégiehdose est différente des trois
autres doses et n’est identique a aucune d’erlee ;eRApres 7 jours de traitemeld,test de
TUKEY a permis de mettre en évidence trois grougiéférents le premier groupg : se
compose de la dosea dose témoin, le deuxiéme groufie: contient la dose D et le
troisieme groupeC : contient les doses @t Ds. Les doses Pet D; sont identiques entre
elles et difféerentes des doses, témoingDi sont différentes entre elles ; Apres 14 jales
traitement e test de TUKEY a permis de mettre en évidencis tgooupes différents : le
premier groupeA : se compose de la dose DO la dose témoin, le éle@xgroupeB :
contient la dose D et le troisieme group€ : contient les doses J2t D;. Les doses Pet Ds
sont identiques entre elles et différentes dees témoin et la dose Qui sont différentes
entre elles ; Aprés 21 jours de traitemémtiest de TUKEY a permis de mettre en évidence
trois groupes différents le premier groupe se compose des doseg IR dose témoin et
le deuxiéme groupeB : contient la dose ) et le troisieme groupeC : contient la dose P
La dose témoin est identique a la doseqDi est différente des dose, Bt D;, ces deux

dernieres sont différente entre elles et différenela dose D(Tab.04).

c) Effet du Calliofop 36 EC sur la teneur en proline : La figure (18) indique :
- A 3 jours de traitement, une augmentation hautémsignificative (< 0.001) des traités

par apport au témoin chézmna minor Alors qu'a 7,14, et 21 jours de traitement la
figure indique, une augmentation trés significat{pe 0.01) des traités par rapport au
témoin, ces données sont confirmées par I'analgda gdariance ANOVA a un critére de

classification (dos€()Tab.04).
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B Témoin mD135pg D270 ug mD3 140 pg

Teneur en proline ( pg/g de MF)

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 18: Effets du Calliofop 36 EC sur le taux en proline(ug/g de MF) chez Lemna

minor (m = SD ; n = 3).

Le test A®UNETTE indique pour le taux en prolings aprés 3 jours de traitement
que les dosesdpD;, D, sont identiques entre elles et différentes dioke 3 ; Apres 7 jours
de traitement , le test de DUNNETTE indique quedeses [ et D, sont identiques entre
elles et différentes des doses & Ds; Apres 14 jours de traitement, le test de DUNNETTE
indique que les dosesy[@t Dy sont identiques entre elles et différentes deesids et D ;
Apres 21 jours de traitemerlg test de DUNNETTE indique que les dosesdDd D, sont
identiques entre elles et différentes des dosext Ds. (Tab.04).

Le test de classement des groupes homede8B deTUKEY nous a révélé pour la
teneur en prolineXs, apres 3 jours de traitemerde mettre en évidence deux groupes
différents le premier groupa : contient les doses DD, et D, le deuxieme groupeB :
comprend la dose P, les doses du premier groupe« Dy,D1,D,» sont identiques et
différentes de la dose D3 ; Aprés 7 jours de tnadtet,le test de TUKEY a permis de mettre
en évidence trois groupes différents : le premieupgeA : se compose des doses,D ,le
deuxieme groupeB : contient les dosesiPD, , et le troisieme group& : est composé des
doses R et D;, la dose B est d’'une part identique a la dose témogreDa B , d’'une autre
part la D est différente de la dose témoig Det identique a la dose;DCependant la dose
témoin ) est différente de la dose;PTandis qu’ aprés 14 jours de traitemelw, test de
TUKEY a permis de mettre en évidence trois grougiéiérents : le premier group& : se
compose des doseg DD; , le deuxiéme group® : contient les dosesiDPD, , et le troisieme
groupe C : est composé des doses & D; , la dose D1 est d'une part identique a la dose
témoin Oy et a B , d’ autre part la Pest différente de la dose témoig Pet identique a la

dose @ cependant la dose témoin [@st différente de la dosezPDAprés 21 jours de
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traitement, le test de TUKEY a permis de mettre en évidencis tgooupes différents : le
premier groupé\ : se compose des doseg,[D; , le deuxieme group® : contient les doses
Di, D, , et le troisieme group€ : est composé des dosesd D; , la dose B est d’'une part
identique a la dose témoinyBt & B , d’autre part la Pest différente de la dose témoig D

et identique a la doses[xependant la dose témoin st différente de la doses[§Tab.04).

3.2 Effets du Calliofop 36EC sur la physiologie des phtes

3.2.1 Effets dCalliofop 36 EC sur la teneur en chlorophylle &b ,a+b) en pg/g

de MF

a) Elodea canadensis

Tableau 05 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les

tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant ke parametres physiologiques

des feuilles deElodea canadensis apres 3, 7, 14 et 21 jours de traitement par le @afop
36EC (Do témoin, Di=35ug, D= 70ug, = 140 pg).

Variables ddl SCE CM Fobs P Dunette Tukey
X-3jour 3 2,09456  0,69819 8,29 0,015  Dgo,Dy,Da(A) Do,Di(A), Da(A,B)
Ds(B)
X-7jour 3  1,14357 0,38119 54,50 0,000*** Dg,Dy(A) Do(A), D1 (A,B),
D2 (B), D3 (©)
Xz-14jour 32,1943 0,7314 61,10 0,000* Dg(A) Do(A),D1(B),D:
(©), D3 O)
X7-21jour 3 484,720 161,573 641,88 0,000 Dy(A) Do(A),D1(B),D;
(©), D3 O)
Xg-3jour 3 055180 0,18393 7,19 0,021*  Do,Dy,DpD3  Do(A), Di,Ds
(A) (A,B), Ds (B)
Xg-Tjour 3 252361 0,84120 38,30 0,000** Dy(A) Do (A), D1,D5,D3
(B)
Xg-14jour 3 135855  0,45285 33,01 0,000* Dg,Dy(A) Do(A), D1 (A,B),
D2 (B), D3 (€)
3 349,342 116,447 749,19 0,000**  Do(A) Do(A),D1(B),Ds
(©), D3 D)
3 453607 1,51202 66,54 0,000* Dg,Dy(A DoD1(A), Do(B)
D3(C)
3 56137 1,8712 34,80 0,000***  Dg(A) Do (A), Dy(B)
D2(B,C),D3(C)
Xgo-14jour 3 29,6562 9,8854 16,58 0,003**  Dg,Dy(A) Do(A),D1(A,B),D2
(A,B,C), D3 B,0)
1332,80 444,27 702,40 0,000***  Dg(A) Do(A),D1(B),D

Xg-21jour 3

X7 : chlorophylle a

X% : chlorophylle b

Xo: chlorophylle a +b

(€), b3 O)
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« Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorophylle &) en pug/g de MF

La figure (19), montre a 3 jours de traitemee Calliofop 36EC entraine une
diminution trés significative (p< 0.01) de la teneur en chlorophyle des traités
comparativement au témoin.

A 7, 14, et 21 jours de traitement cette dution en chlorophyllea est hautement
significative (p< 0.001), ces résultats sont confirmé par I'anatjséa variance ANOVA a
un critére de classification (dosd)lab.05).

B Témoin mD135pg D270 ug mD3 140 pg

MF)

Teneur en chlorophylle a (pug/g de

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 19 Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorphylle a (ug /g de MF) chez

Elodea canadensis (m + SD ; n = 3).

Le test AOUNETTE indique pour la teneur en Chlorophy#leX; apres 3 jours de
traitement, que le dose témoiry Bst identique au doses,D,, et différente de la dose;D
Apres 7 jours de traitemenke test de DUNETTE indique que les doses dd Disont
identiques entre elles et différentes des dosgsetDD;; Cependantaprés 14 jours de
traitemente test de DUNETTE indique que la dose témogreBt différente des trois autres
dose D, D, et Ds; Aprées 21 jours de traitement, le test de DUNETA@que que la dose
témoin DO est différente des trois autres dogeDRet Ds. (Tab.05)

Le test de classement des groupes hamesgeSD deTUKEY nous a révélé pour la
teneur en Chlorophylla X7, aprés 3 jours de traitemedux groupes différents : le premier
groupeA : comprend les dosesy[D; et D,, le deuxieme groupeB : se compose des doses
D, et Ds. La dose B est identique a la dose , Bt différente des doses éd D, quoique ces

deux derniéres sont identique a la doge Apres 7 jours de traitement, le test de TUKEY a
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permis de mettre en évidence trois groupes de dtes@semier groupé\ : se compose des
doses : Q et Dy, le deuxieme groupB : contient les dose et D, , le troisieme groupeC :

est composé de la dosg DLa dose B est identique a la dose, Bt D;, en méme temps elle
est difféerente de la doses[xette derniére est differente des trois autseso ,D;, et Dy;
Tandis qu’ aprées 14 jours de traitement, le tesTAKEY a permis de mettre en évidence
guatre groupes différents : le premier groupe contient la dose témoinyDle deuxieme
groupeB : contient la dose D, le troisieme groupeC : contient la dose D, et le quatrieme
groupe D : contient la dose P, les quatre groupes sont parfaitement séparégietdose est
différente des trois autres doses et n’est ideat@aucune d’entre elles ; Apres 21 jours de
traitement, le test de TUKEY a permis de mettre en évidenarqugroupes différents : le
premier groupé\ : contient la dose témoingDle deuxiéme group® : contient la dose D, le
troisieme groupeC : contient la dose P, et le quatrieme groupP : contient la dose D, les
guatre groupes sont parfaitement séparés, chamgeedd différente des trois autres doses et

n'est identigue a aucune d’entre ef&ab.05)

» Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorophille (b) en pg/g de MF

La figure (20) illustre les effets du @#bp 36 EC sur la teneur en chlorophylie
chez Elodea canadensid,’analyse de la variance ANOVA a un critere desslfication
(dose)(Tab.06), montre une baisse de la teneur en chloropbylia 3 jours de traitemerdn
note une diminution significative ( 0.05) des traités par apport au témoin. A 7,14, et 21
jours de traitement la diminution en chlorophyieest hautement significative 0.001)

comparativement au témoin.

B Témoin mD135pg D270 ug mD3 140 pg
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Figure 20: Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chloropylle b (ug /g de MF) chez
Elodea canadensis (m+ SD ; n = 3)
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Le test d®UNETTE indique pour la teneur en ChlorophytieXg, apreés 3 jours de
traitement, le test de DUNETTE révele que les sid@eD, et D; sont identiques entre elles,
et identiques a la dose témoin ;DAprés 7jours de traitemeng test de DUNETTE indique
gue la dose témoinest différente des trois autres dose D et D; ; Cependant , apres 14
jours de traitemente test de DUNETTE montre que le témoin DO estiidgele au doses D
D,, et différente de la dosesDApres 21 jours de traitemente test de DUNETTE indique
gue la dose témoind®st différente des trois autres dose et D;. (Tab.05)

Le test de classement des groupes homede8B deTUKEY nous a révélé pour la
teneur en Chlorophyll® Xg ,qu’aprés 3 jours de traitememnteux groupes de doses: le
premier groupe? : comprend la dose témoiny[@t la dose Pet D,, et le deuxieme groupe
B : est composé des doseg D, et D;, les doses Det D, sont d’'une part identiques a la dose
témoin ) et a la dose Pmais d’autre part les dose Bt D; sont différentes. Aprés 7 jours de
traitement, le test de TUKEY a permis de mettreéeinence deux groupes de doses: le
premier groupé\ : se compose de la dose témois €t le deuxieme group® : est composé
des doses D D,, et D; ces doses sont identiques entre elles et diffésethd la dose témoin
Do. Apres 14 jours de traitemeng test de TUKEY a permis de mettre en évidences tro
groupes de doses : le premier grodpese compose des dosesy.dd D;, le deuxieme groupe
B : contient les dose et D,, le troisieme groupeC : est composé de la dosg.Da dose B
est identique a la dosey@t a O, en méme temps elle est difféerente de la dogecéite
derniére est différente des trois autre doses DR et D,; Aprés 21 jours de traitement, le
test de TUKEY a permis de mettre en évidence quatrepes différents : le premier groupe
A : contient la dose témoin Dle deuxiéme group® : contient la dose D,le troisieme
groupe C : contient la dose D, et le quatrieme group® : contient la dose P, les quatre
groupes sont parfaitement séparés chaque doséfféstride des trois autres doses et n'est
identique a aucune d’entre ell¢fab.05)

» Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorophille (a+b) en pug/g de MF

La figure (21) montre les effets du Cdbjw 36 EC sur la teneur en chlorophydieb
chez Elodea canadensid.es résultats de I'analyse de la variance ANOVAnactitére de
classification (dose)(Tab.05), indiquent a 3,7, et 21 jours de traitement, umairtution
hautement significative (g 0.001) des traités par apport au témoin de lauters
chlorophyllea+ b ; Aprés 14 jours de traitement, cette diminutioh @&®s significative (p

0.01) des traités comparativement au témaoin.

.
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B Témoin mD135ug D270 ug ®D3140 pug
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Figure 21 : Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chloropylle a+ b (ug /g de MF)

chez Elodea canadensis (m £ SD ; n = 3).

Le test dA®UNETTE indique pour la teneur en Chlorophydie b Xg apres 3 jours
de traitement, que le témoin o [@st identique au doses,[D,, et différent de la dose 3D
Apres 7 jours de traitemenég test de DUNETTE indique que la dose témojrebt différente
des trois autres dose;, DD, et D;. Cependant, apres 14 jours de traitement, le dest
DUNETTE montre que le dose témoing Bst identique au doses,[D,, et difféerente de la
dose 3; Apres 21 jours de traitemee test de DUNETTE indique que la dose témoin D
est différente des trois autres doses ) et D;. (Tab.05)

Le test de classement des groupes hemesgHSD dGUKEY nous a révélé pour la
teneur en Chlorophylla+ b Xo apres 3 jours de traitemeritpis groupes différents : le
premier groupé\ : se compose des doseg (a dose témoin) et Dle deuxieme groupes :
contient la dose P et le troisieme groupeC : contient la dose P La dose témoin est
identique a la dose ®t différente des dose:[@t D;, ces deux derniéres sont différentes entre
elles et différentes de la dose. Bprés 7 jours de traitemenke test de TUKEY a permis de
mettre en évidence trois groupes différents : lEmper groupeA : se compose de la dose
témoin 0, le deuxieme group® : contient les dosesDet D, le troisieme groupeC :
contient la dose P et Ds. La dose D est identique d’'une part a la dose & D; et d’autre
part différente de la dose témoiny D les dose b et D; sont différentes entre elles et
différentes de la dose témoin DO, tandis qu’ agrefours de traitemenle test de TUKEY a
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permis de mettre en évidence trois groupes différenpremier groupé : se compose des
doses I, D1, le deuxieme group® : contient les doses DD, , et le troisieme group€ :

est composé des dosesdd D;, la dose D est d'une part identique aux doses témajetD,

, d’autre part la Pest différente de la dose témoip et identique a la dose;Dcependant la
dose témoin DO est difféerente de la dogseApres 21 jours de traitemenie test de TUKEY

a permis de mettre en évidence quatre groupegatiti®: le premier groupé : contient la
dose témoin B le deuxieme group® : contient la dose D, le troisieme groupé : contient

la dose B, et le quatrieme groupeD : contient la dose P, les quatre groupes sont
parfaitement séparés chaque dose est différentéraissautres doses et n’est identique a

aucune d’entre elle§Tab.05)

b) Lemna minor
Tableau 06 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les
tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant ke parametres physiologiques
des feuilles deLemna minor aprés 3, 7, 14 et 21 jours de traitement par le @efop
36EC (D, témoin, D= 35ug, D,= 70ug, 3= 140 ug).

Variables ddl SCE CM Fobs P Dunette Tukey
2177,16 72592 20,63 0,001  Dy(A) Do(A), Dy,D,,Ds(B)

Xe-Tjour 10639,9 35466 3596 0,000%*  Dy(A) Do(A), D1,D2,Ds (B)

Xe-14jour 49,863 16,621 518  0,042*  Dp,Dy,DaA) Do(A), DDz (A,B) ,Ds
(B)

Xe-21jour 1571,3 5238 215  0,195NS  DgDyD»Ds DoD1,D2Ds(A)

(A)

X--3jour 65237 21746 1386 0,004*  Dg(A) Do(A), Dy(A,B),D2,Ds
(B)

Xo-Tjour 939,20 31310 2887 0,001**  Dg(A) Do (A), Dy(B)
D4(B,C),Ds(C)

Xo-14jour 17585 58,62 466  0052*  DoDyA)  DgDyDzDs(A)

Xo-21jour 60954  2031,8 1693 0,002*  DoDyDy(A) Do (A),Di(A,B, C)
D4(B,C),Ds(C)

Xg-3jour 154840 5161,3 12,88 0005%  DoDyA)  Do(A), Di(A,B),D2Ds
(B)

Xg-Tjour 149145 49715 47,74 0,000** DoDy(A) Do (A),Di(B)
D4(B,C),Ds(C)

Xe-14jour 417,28 139,09 656 0,025  DgDi(A)  Do(A), DiDs (A,B) ,Ds
(B)

Xe-21jour 143512 47837 23,63 0,001**  Dy(A) Do(A),Ds,Do(B,C),Ds(C)

Xe : chlorophylle a; X7 : chlorophylle b ; Xg : chlorophylle a+b

I
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» Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chloropfille (a) en pg/g de MF

La figure (22), montre les effets duli@iop 36 EC sur la teneur en chlorophyde
chez la lentille d’eau «.emna minor »L’analyse de la variance ANOVA a un critere de
classification (dosefTab.06), indique une diminution hautement significative<{{©.001)
des traités par apport au témoin apres 3et 7 firitsaitement. Cependant cette  diminution
de la teneur en chlorophyléeest significative (g 0.05)comparativement au témoin apres 14
jours de traitement par le Calliofop 36EC. A 21rpde traitement la diminution, des traités

par rapport au témoin, est non significative>(@,05).
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Figure 22 Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chloropylle a (ug /g de MF) chez

Lemnaminor (m=SD ; n=3).

Le test AOUNETTE indique pour la teneur en ChlorophydeXs aprés 3 jours de
traitement,que la dose témoin fest différente des trois autres dose D et Ds. Apres 7
jours de traitemente test de DUNETTE indique que la dose téemoiedt différente des
trois autres dose DD, et D;. Apres 14 jours de traitement, le test de DUNETTEhtreoque
les doses R D,, Dy, sont identiques entre elles et différentes dioke B. Aprés 21 jours de
traitement, le test de DUNETTE révele que les d@se®, et D; sont identiques entre elles,

et identique a la dose témoin Pab.06).

Le test de classement des groupes hamesdeSD dGUKEY a révélé pour la teneur

en Chlorophyllea X, aprés 3 jours de traitemerdeux groupes de doses : le premier groupe
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A : se compose de la dose témois Bt le deuxieme group® : est composé des doseg D
D,, et D;, ces doses sont identiques entre elles et ditigsete la dose témoingDAprés 7
jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidence deoupes de doses,
le premier groupé? : se compose de la dose témoip, Bt le deuxieme groupeB : est
composeé des doses,D,, et D; ces doses sont identiques entre elles et diffésente la dose
témoin . Cependant, apres 14 jours de traitemlentest de TUKEY a permis de mettre en
évidence deux groupes de doses : le premier gréupeomprend la dose témoing@t les
dose D) et Dy, le deuxiéme group® : est composé des doseg D, et D;, les doses Pet D,
sont d'une part identiques a la dose témajrea la dose §) mais d’autre part les doseg &

D3 sont différentes. Aprés 21 jours de traitemelettest de TUKEY a permis de mettre en
évidence un seul groupe: il comprend les doses xPD1, D, et D, donc les trois doses 1D

D,, et D; sont identiques entre elles et identique aveo$es témoin B (Tab.06).

«  Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chloropille (b) en pg/g de MF

La figure (23), illustre les effeta Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorophille
chez «Lemna minor »A 3 et 21 jours de traitemeoh remarque une baisse tres significative
(p< 0.01) des traités par apport au témoin avec sffietse réponse ; Apres 14jours de
traitement. Aussi on note une diminution signifieat(p< 0.05) des traitéspar apport au
témoin. A 7 jours de traitement on remarque uneirdition hautement significative £p
0.001) des traités par apport au témoin. Cecicesfirmé aprés l'analyse de la variance
ANOVA a un critére de classification (dog@nb.06).
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Figure 23 Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorphylle b (ug /g de MF) chez

Lemnaminor (m*=SD ; n=3).
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Le test d®BUNETTE indique pour la teneur en Chlorophytie<;, aprés 3 jours de
traitement, que la dose témoin Bst différente des trois autres dose Dy et Ds. Aprés 7
jours de traitement,le test de DUNETTE indique que la dose témoin BOd#férente des
trois autres dose DD, et D;. Apres 14jours de traitemenke test de DUNETTE montre que
les doses B) D1, D, sont identiques entre elles et difféerentes dioke B ; Aprés 21 jours de
traitement, le test de DUNETTE montre que les d@kg®P,, D,, sont identiques entre elles
et différentes de la dose DJ.ab.06).

Le test de classement des groupes henesgHSD ddUKEY nous a révélé pour la
teneur en Chlorophyllb X7 apres 3 jours de traitemengux groupes différents : le premier
groupeA : se compose des doses & D, le deuxieme groupe3 : comprend les doses;D
D, et Ds. La dose D et identique a la doses témoig & aux doses Det D;, quoique ces
deux derniéres sont différentes de la dose témegirApres 7 jours de traitemente test de
TUKEY a permis de mettre en évidence trois grougiéiérents : le premier group : se
compose de la dose témoip, e deuxieme group® : contient la dose D et Dy, le troisieme
groupe C : contient la dose P et Ds. La dose D est identique d’'une part a la dosedd Ds
et d’autre part différente de la dose témojnIBs doses Det D; sont différentes entre elles et
différentes de la dose témoin DApres 14 jours de traitemenie test de TUKEY a permis de
mettre en évidence un seul groupe il comprend les doses zPD;, D,, et D;, donc les trois
doses DB, D, et D; sont identiques entre elles et identiques aveosas témoin § Apres 21
jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidends gymupes différents
le premier groupe\ : se compose des doses, [D;, le deuxieme groupeB : contient les
doses B, D, , et le troisieme group€& : est composé des doseg D, et D; , la dose R est
identique a la dose et D; et a la doses témoingD tandis que les doses, Bt D; sont

identigues mais différentes de la dose témain(TDab.06).
» Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chlorophille (a+b) en pug/g de MF

La figure (24) mis en évidence les affeu Calliofop 36 EC sur la teneur en
chlorophyllea+ b chez les feuilles de la lentille d’'eaw:Lemna minor »A 3 jours de
traitement on constate une diminution de la tenehiorophyllienne des feuilles tres
significative (p< 0.01) des traités par apport au témoin. A 7 efdets de traitement la
diminution est significative ( 0.05) des traités par apport au témoin, a 14 jours de

traitement la diminution en chlorophylla+ b est hautement significative (g 0.001)

-
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comparativement au témoin apres. Ces résultatscemfitmés par I'analyse de la variance
ANOVA a un critére de classification (dog@nb.06).
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Figure 24 : Effets du Calliofop 36 EC sur la teneur en chloropylle a+ b (ug /g de MF)

chez Lemnaminor (m+ SD ; n = 3)

Le test dBUNETTE indique pour la teneur en Chlorophydie b, Xg apres 3 jours
de traitement, le test de DUNETTE montre que leseddy, D;, D,, sont identiques entre
elles et différentes de la dose.Bprés 7jours de traitemente test de DUNETTE montre
gue les dosesd)D;, D,, sont identiques entre elles et différentes dioke 3 ; A 14 jours de
traitement, le test de DUNETTE montre que les d@xg®,, D,, sont identiques entre elles
et différentes de la dose; DApres 21 jours de traitemenle test de DUNETTE indique que
la dose témoin Pest différente des trois autres dose) et Ds. (Tab.06).

Le test de classement des groupes genss HSD d@UKEY nous a révelé pour la
teneur en Chlorophyll@a+tb Xg aprés 3 jours de traitemertteux groupes différents : le
premier groupée : se compose des doses & Dj, le deuxieme groupeB : comprend les
doses B, D, et D;. La dose B est identique a la doses témoig & aux doses Det D3
guoique ces deux dernieres sont différentes deda tEmoin I Apres 7 jours de traitement,
le test de TUKEY a permis de mettre en évidende gymupes de doses : le premier groupe
A : se compose des dosesg & Dy, le deuxieme groupB : contient les dose Det D, le
troisieme groupeC : est composé de la dosg.Da dose D est identique a la dose Bt D,
en méme temps elle est différente de la dogsec€te derniere est différente des trois autre

L7
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doses : I, Dy, et D,.. Cependant, aprés 14 jours de traitemémtest de TUKEY a permis de
mettre en évidence deux groupes de doses : le @r@moupeA : comprend la dose témoin
Do et les doses Det D,, et le deuxiéme group® : est composé des doseg, D, et D;, les
doses D et D, sont d’'une part identiques a la dose témojreDa la dose B Mais d’autre
part les dose DO et3gDsont difféerentes, tandis qaprés 21 jours de traitemente test de
TUKEY a permis de mettre en évidence trois grougiéiérents : le premier group : se
compose de la dose témoin,De deuxieme group® : contient la dose D et D, , le
troisieme groupeC : contient la dose D D, et Ds. La dose B est identique d’'une part a la
dose D et D; et d’autre part ces trois doseg D, et D; sont différentes de la dose témoin D
(Tab.06).

* Discussion

Dans cette partie de notre travail, nous avondié&tla réponse biologique de notre
modele végétal a savokElodea canadensiset Lemna minorvis-a-vis de I'hérbicide le

« Calliofop 36EC » d’un point de vue purement chimimique et physiologique.

Nous avons déterminé les effets du Calliofop 36HE: $a biochimie des deux plantes
aguatiqueslodea canadensist Lemna minor a savoir : la teneur en protéines totales, la
teneur en sucres totaux, la teneur en prolinghisiologie des deux macrophytes a savoir la
chlorophyllea, b, eta+b durant quatre durées de traitement 3, 7, 14, go@% les doses

appliqueés sont : 35ug, 70ug et 140 pg .

Le diclofop methyl est un produit herbicide quitggar voie systémique dans la plante
ou il perturbe la physiologie de celle ci, en irdnibla synthése des pigments. En effet, il est
signalé dans la littérature que cet herbicide exame phytotoxicité sur les feuilles de
certaines cultures et peut provoquer un effet tresqué sur la synthése de nombreux
métabolites physiologiques et Biochimiques caest difficilement hydrolysable dans les

tissus, sa dégradation dépend du pH du m{Bnet, 1989).

Les résultats des dosages des protéines totaleke @@allifop 36EC chez Elodea
Canadensigt Lemna minomettent en évidence, une augmentation tres sigtifee des taux
de protéines, qui laisse suggérer une dispotdibiles protéines dans les tissus foliaires
pouvant essentiellement étre utilisé dans le d@pelment de processus de reproduction
(Rodrigueset et al., 2011).De ce fait, la stimulation du taux des protéinesegistrée au

niveau des deux plantes, traduit I'existence de$épres synthétisées lors du stress généré

-
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par les xénobiotiques et/ou métaux loumgstant éventuellement dans les milieux hydriques
expérimentaux, tel rapporté dans les travauliden et al., (2003).

Cette augmentation des protéines s’expliqueraisiaysar le fait que la présence de
xénobiotique a l'intérieur des tissus, stimule yateese protéique de nombreuses enzymes
entre autres celles intervenant dans la détoxificatce qui est en parfait accord avec les
résultats deStolt et al., (2003) qui indiquent que l'exposition des plantes a ddfées
concentrations de cadmium a tendance a provoqueraugmentation de la synthése des

protéines particulierement des phytochélatines tordle est la détoxification.

Nos résultats concordent aussi avec ceuMelksemet al ., (2007)sur les deux variétés
de blé dur (GTA dur et Vitron) apres traitementFauSC et Tilt 250 EC deux fongicides, ou
ils ont mis en évidence une augmentation signifieatle la teneur en protéines solubles,

comparativement au témoin et ceci avec un effet dégonse.

D’autres travauxWollgieh et Newmann, 1995 rapportent I'induction des protéines
spécifiqgues au choc thermique sous I'effet d'uepsstrmétallique qui montre leur réle dans la

réponse adaptative.

Gardés-albertet al ., (2003)ont expliqué 'augmentation des protéines paaiedue la
plante cherche a protéger son intégrité morphoplogigue, en réponse au dommage et effet
défavorable de la molécule en élaborant des pexédont le réle est de neutraliser la
molécule herbicide (xénobiotique).

La stimulation de la synthese protéique qui s’em@rait par le fait que la présence de
'herbicide Calliofop 36EC, a l'intérieur des tissistimule la synthése de nombreuses
enzymes, entre autres celles intervenant danddaitiéation (Shraddahet al., 2004).

De nombreuses études ont montré qtenkur en protéines chez les macrophytes est
diminué par l'accumulation de Pb dans des miliegxadiques(Gupta et Chandra, 1996;
Mohan et Hosetti, 1997) La réduction de la teneur en protéines a étéroésehez les deux

plantes étudiées apres 14 jours de traitement HiofGp 36 EC.

Concernant le taux des sucres solublescamstate une importante perturbation des
glucides chez les deux macrophyi#edea Canadensist Lemna minoen réponse au stress
engendré par la présence de I'herbicide cetteugtion se traduit par une augmentation
des taux de glucides d’une maniére dose-dépendant®urs du traitement.

-
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De nombreuses études mettent en évidence une aletiomule teneurs élevées en sucres
solubles chez différents types de plantes soundisifférents stress : hydriqMefti et al.,
1998 ; Kameli et Losel, 1995) salin(Zid et Grignon, 1991) osmotiqugAbdelkrim et al.,
2005) sous effets de pesticide (fongicide@yleksem et al., 2007), et métallique
(Bouchelaghemet al., 2011) Cette augmentation est en realité un parametreptation aux
conditions de stres¢Tahri et al.,, 1998) permettant de constituer une garantie pour le
maintien d’'une intégrité cellulaire élevélefti et al., 1998) En effet, les sucres peuvent
protéger les membranes et les protéines contréslaydratation en incitant la formation d’'une
sorte de verre aux températures physiologiqDesid et al., 1998) Le saccharose peut agir
en tant que composé soluble compatible et son adetion peut permettre d’éviter la
cristallisation des molécules contenues dans laleelElle limite donc les dommages au

niveau des structures cellulaires.

Ce type de tolérance permet a la plante d’assucemaiement ses fonctions
physiologiques malgré une dégradation de son @té&trne. (Hellmann et al., 2000) On
pense que cette accumulation de carbohydrates ureafigpas étre due a une surproduction
des assimilas mais reflétant plutét une réductetedr translocation du site de synthese, des
feuilles vers le reste de la plante particulieretersystéme racinaire dont la croissance est
tributaire. Les nombreux cas ou sont décelées dmsrallations de sucres ou de leurs dérivés
alcools (mannitol, sorbitol....) s’Taccompagnent awlsil'augmentation d’'un des composés

aminés (proline ou glycine-bétaifieevigneron et al., 1995)

Les glucides source d’énergie indispbies pour les organismes vivants sont utilisés
de facon immédiate comme le glucose, ou sous fatmeéserves comme I'amidon, ils
possédent aussi un rdle structural (matériau déontede la paroi des cellules végétales)
comme la cellulose, la chitine ou I'acide hyalucpm. L'enrichissement en sucres solubles,
parait protéger les membranes de la dessiccgiinet, 1989) L’augmentation enregistrée
aux différentes doses des fongicides est due plef@int a une augmentation de la teneur en

sucres et de la turgescer{Eeasad, 1995).

Dans ce travail nous nous sommes également iné&resda teneur en proline en
présence du Calliofop 36 EC; nous avons ainsi miéwidence une forte augmentation de ce
parameétre connu comme étant un biomarqueur dess$tf@anda, 2003; Ben Khaledet
al.,2003; Abdul, 2004 ; Leprinceet al., 2004).

i
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Certains auteur&id et Grignon, 1991 ; Singhet al., 2009, pensent que les quantités
accumulées de proline pourraient étre liees auanivde tolérance aux stress et cette forte
accumulation n’est autre qu’un signe de perturipatonformément a ce quarher et al,.
(1993), Hermandez, (2000pnt montré plutdt une adaptation des taux dedéne chez les
plantes exposées au stress. Ainsi, 'accumulat®lagroline est le résultat de I'inhibition de
'assimilation du CQ (Viégas et Gomes Da Silveira, 199@}t 'augmentation du catabolisme
des protéinegViégas et Gomes Da Silveira, 1999 ; Lluci al., 1995 ; Ben khalledet al.,
2003 )et/ou une synthése de nouveau de cet acide aminé.

La proline peut jouer un rbéle osmopctear (Peleg et al.,, 1984 ; Delaunay et
Verma, 1993 ;Taylor, 1996) stabilisateur des protéin@suznetsiv et sheveyakova, 1997,
Shah et Dubey, 1998)inhibiteur des métaugarago et Mullen, 1979)et inhibiteur de la
peroxydation(Mehta et gaur, 1999) Cette augmentation du taux de proline peut étre
expliquée selo®ber et sharp , (1994)par un effet de stress chez la plante. La syattieda
proline peut impliquer également un allégement’d@edification du cytoplasme qui permet
de maintenir le rapport NADP/NADPH a une valeur patible a celle du métabolisme
(Hare et Cress, 1997)SelonMonneveux et Nermann , (1989)I'accumulation de proline
est associée a la résistance de la plante au,steegai pourrait donc étre I'un des facteurs qui
expliquent le mieux la stratégie d’adaptation destes.

Nous avons procédé au dosage des tensaysnnes en cha et b, et chlorophylle
totale @+b) parametres susceptibles de nous indiquer un @ésfestress, car considérées
comme bio marqueur de la toxicité des végétauxgpeisies corrélations entre les densités
cellulaires et les paramétres de la fluorescenotogkinthétiqgues ont prouvé que ces derniéres
pouvaient étre considérées comme biomarqueurs tiildte, dans le cadre de la pollution

environnementalé@Dewezet al.,2007)

Les résultats obtenus montrent une dinonutdu taux de chlorophyllea(b et a+b)
chez les plantes exposées au Calliofop 36EC céttection chlorophyllienne est dose —
dépendante, on a noté chelpdea Canadensisine inhibition des chlorophylles, b eta+b)
ces résultats concordent avec plusieurs travauklsdea canadensi®xposée aux pesticides
et aux métaux lourds , la teneur en chlorophylteuagparametre qui est sensible a la toxicité
des métaux lourd&Gupta et Chandra, 1996). Les auteurs suivantuhittin Dogan et al .,
(2009), Saygideger et Dogan (2004); Saygideget al.,(2004) on noté une réduction dose
réponse des teneurs en chlorophydlieh( et a+b) respectivement chezlodea canadensist

Lemna minor gxposeées a différentes concentrations de plomb .
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Une autre étude selBhzbieta Kielak et al., (2011)sur la phytotoxicité d’'un herbicide
Roundup Ultra 360 SL sur la lentille d’eeamna minora montré une diminution des taux de
chlorophyllea, b eta+b , en augmentant la dose de I'herbiciddaldes et al., (2008)ont
suggéré que la diminution de la teneur en chloylbphdans les tissus de soja traités au
glyphosate (herbicide) peuvent étre causés pagria ple caroténoides et / ou par l'inhibition
de leur biosynthese et la photo-destruction, licete peut inhiber la synthese de la
chlorophylle en réduisant la formation de la dar@molinic acide (ALA) en tant que

précurseur de porphyrine.

Plus le nombre de molécules de chlorophglleb et caroténoides est important, plus
I'énergie lumineuse absorbée est importante ebdd@ne photosynthétique peut fonctionner au
maximum de ses capacitékloskowski et al., 1992 ; Decet al., 1997)

En parallele chezElodea canadensisnous avons constaté une augmentation de la
teneur en chlorophyllesa,(b et a+b) apres 21 jours de traitement par le CalliofopExb
Cette augmentation pourrait traduire une stimufatae la photosynthese et peut étre
également expliquée, par les besoins en précurpeurda synthése de certains polypeptides
spécifiques (phytochélatines) via la photo resmirafRobert et Roland, 1998 ;Lidiaet al.,
2004) Aussi ces résultats obtenus concordent beayglogpavec ceux ddarrieche et al .,

(2004) qui rapporte un effet stimulateur du cadmiumlaueneur en chlorophylle .

* Conclusion

Pour conclure ce chapitre, concernambxécité du Callifop 36EC sur les parametres,
physiologiques et biochimiques chElbdea canadensist Lemna minagyles concentrations
du Calliofop 36EC sont celles de la substance adgvDiclofop méthyle. Les plantes sont
exposées a différentes durées de traitement : 13}, &t 21 jours a des concentrations : 35ug,
70ug et 140 pg de produit, les plantes traitdé=saa distillée son considérés comme témoin.
Les résultats obtenus dans notre étude mettenvidenee un effet toxique du Calliofop
36EC chez les deux espedesmna minoretElodéa canadensides deux Macrophytesnt
des seuils de tolérance différents, la lentillead’eet I'élodée montrent un potentiel
d’accumulation importantLemna minorétant plus sensible quelodea canadensipour

I'herbicide en question, les teneurs en Callid36EC dans les tissus augmentent en fonction

-




Paramétres biochimiques et physiologiques

des concentrations du xénobiotique , ces résutadavent bien la présence d’un stress
oxydant en réponse a l'accumulation de I'herbicialeé niveau des tissus des deux
Macrophytes. Ce stress se traduit par une augnmmtaés protéines totales, accumulation
des sucres totaux dans les tissus et perturbatideuds teneurs en métabolites dans le temps,
une stimulation de la teneur en proline, et le gétidre dans les teneurs en chlorophylias (

b, a+b) ainsi qu'une diminution des teneurs en chlorojghgt par moment leur augmentation

chez Elodea Canadensis
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Introduction

A. Le stress oxydatif chez les plantes

Le stress oxydatif chez les plantes faibjeb de trées nombreuses revues bibliographiques
(Bartosz, 1997; Bolwell et Wojtaszek, 1997; Van Busegemet al, 2001; Potterset al,
2002; Schutzendubel and Polle, 2002; Blokhinet al, 2003; Apel et Hirt, 2004; Foyer et
Noctor, 2005a; Pitzschke et al., 2006; Wormutkt al, 2007)et de plusieurs ouvragésze
et Montagu, 2001; Smirnoffet al, 2005).Ainsi, le but de cette partie bibliographique n’es
pas de faire un point totalement exhaustif sur astessujet, mais de réaliser un apercu des
différents processus prooxydants et antioxydantsiéeulant dans les cellules végétales,

permettant de comprendre les mécanismes cond@idarmgénération d’'un stress oxydatif.

+ Le statut redox cellulaire

Commencée il y a plus de 1,8 milliardandées, I'augmentation progressive de la
teneur en dioxygéne dans I'atmosphere terrestrermip le développement du métabolisme
aérobie. L'apparition de ce métabolisme aérobiaipstadaptation a une nouvelle contrainte
environnementale. Il possede également un avantggwtant par rapport aux métabolismes
anaérobies puisqu’il permet d'augmenter de faces significative la quantité d’énergie
(ATP) produite. L’évolution positive de I'efficieecdu mécanisme de production énergétique
a contribué au développement d’organismes multiletes complexes. Toutefois, le
dioxygéne n’est pas un gaz neutre, et sa réactioinéuit a la formation d’espéces réactives
de I'oxygéne pouvant réagir avec les composés gigles et induire certains dommages
(Pourrut, 2008).

* Les Espéces Réactives de I'Oxygéne

Les ERO sont souvent associées augaaxilibres. Le terme de radical libre renvoie
a n’importe quelle espece capable d’'une existendépendante (d’ou le terme de libre)
contenant un ou plusieurs électrons non appédé#liwell, 2006). Un électron non apparié
est un électron qui occupe seul, une orbitale ajoeiou moléculaire. L'exemple le plus
simple de radical libre est I'hnydrogene qui possédeeul électron non apparié sur sa couche
orbitale externe. Ainsi, si les radicaux libres sent pas forcément associés a des especes

dérivant de I'oxygene, la notion de réactivité hjeas forcéement relative aux radicaux.
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Les ERO désignent a la fois des espeadicalaires de I'oxygene £00z-) et des
espéeces non radicalaires. Ainsi, tous les radiceygénés sont d&sRO, mais tous les ERO
ne sont pas des radicalva forme stable de dioxygéne que nous connaissiitestriplet, est
un biradical librgpossédant deux électrons non appariés avec des snialleles. Sous cette
forme, ledioxygene est un puissant agent oxydant. Cependamtyertu des regles de
restriction de spide Wigner, et du fait de sa structure électronidiogygéne fondamental
possede une forteertie vis-a-vis des molécules biologiques, pauplupart non radicalaires.
Sa réactivité edimitée aux molécules capables d’apporter un o edectrons non apparies,
et dont le spirst antiparallele aux sierisa réactivité des especes chimiques qui dérivent de
ce dioxygéne est, elle aussi, relatiam effet, 'anion superoxyde ¢ et le peroxyde
d’hydrogéne (HO2) sont tres sélectifs dateurs réactions avec les molécules biologiques et
ne vont, par exemple, interagir qu’avpelques enzymes. Au contraire, le radical hydexyl

((OH) réagit avec toutes les molécules présentesxanpité (Pourrut, 2008).

B. Les principales sources enzymatiques

Les plantes possédent plusieurs enzymes ou conspkmxaymatiques responsables
d’'une production d’ERO plus ponctuelle que celleluite par les grandes fonctions
meétaboliques. Cependant, ces générations pondustat a l'origine de « flambées
oxydatives » (oxidative burst) pouvant étre impiga dans des processus physiologiques
bien spécifigues comme la croissance cellulaireis sartout dans la réponse aux stress

biotiques et abiotiqueg¢k-oyer et Noctor, 2003)

- Les antioxydants

Peut étre considérée comme antioxydante une meléqui étant présente en une
faible concentration par rapport a celle d’'un swdistoxydable, retarde ou empéche

significativement I'oxydation de ce subst(kalliwell et Whiteman, 2004).

N
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C. Les principaux systémes non enzymatiques

- L’ascorbate ou vitamine C

L’acide L'ascorbique (ASC) est un demgipaux acides faibles de la cellule végétale.
Aux pH physiologiques, il se dissocie en anion dsate. L’ascorbate est essentiellement
utilisé au niveau cellulaire comme un donneur d#ts. Le premier produit de la réaction
d’oxydation de I'ascorbate est le radical monodébgdcorbate (MDHA). Du fait de son
électron libre trés excentré, le MDHA n’est passtm@actif avec les autres molécules

biologiquesgNavaset al, 1994).

L’'ascorbate est présent dans tous les compartinmitslaires, ainsi que dans la
matrice extracellulaire. Contrairement aux cellldegmales, la concentration en ASC est tres
elevée dans les cellules végétales (plusieurs mualiires) ce qui en fait un composant
incontournable chez les plantes. Il interviendrastamment dans la régulation du cycle

cellulaire et dans I'extension de la pafidoremanset al.,2000)

L’ascorbate est toutefois beaucoup plus connu m@sr propriétés antioxydantes
(Chen et Gallie, 2004; Foyer et Noctor, 2005akEn effet, il réagit rapidement avec I'anion
superoxyde et I'oxygéne singulet, ou encore ave@deoxyde d’hydrogéne, mais cette
derniére réaction est catalysée par l'ascorbateoxgdase (APX). L’ascorbate est
indispensable par sa capacité a réduire d’autriesxgdants oxydés comme la vitamine E ou
les caroténoideg@sada, 1994)

- Le Glutathion

Le glutathion est un thiol tres abondant se retantinde facon ubiquitaire chez les
plantes, les animaux et les végétaux. Il posséds diermes redox distinctes. La forme
réduite (GSH) est un tripeptide-Glu-Cys-Gly), stable, a fort pouvoir réducteur tegs
soluble dans I'eau. Toutes ces caractéristiqudsregrun donneur d’électrons adéquat dans les
réactions physiologiques. L'oxydation du glutathemtraine la formation d’'un pont disulfure
entre les cystéines de deux GSH. Cette forme oxyhléglutathion est appelée GSSG.
(Noctor et al, 1998)
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En conditions non stressantes, les cellules nesinént un ratio GSH/GSSG trés
important, supérieur a 100 dans le cytosol et laochbndrie (May et al, 1999 La
concentration en GSH est trés importante danselides végétales, et en particulier dans les

chloroplastes ou elle peut atteindre 5 rfbctor et al.,1998).

Le glutathion joue de nombreux réles physiologiqoksz les végétaugMay et al.,
1998). Il représente une forme importante de stockagesudiire réduit, et participe a
l'allocation en sulfure des différents compartingemkllulaires et des différents organes
(Herschbach et Rennenberg, 1991; Lappartient et Taaine, 1996) C’est également un
régulateur de I'expression génig@é/ingate et al., 1988; Baier et Dietz, 1997)et le
précurseur des phytochélatines (PC) jouant un pééelominant dans la séquestration des

meétaux chez les végeéta(Rlemens, 2006a; Clemens, 2006b)

Le GSH sert également de substrat pour la glutat8itransférase (GST) qui catalyse
sa conjugaison avec des xénobiotiques, participasi a leur détoxificatioiMarrs, 1996).
Il est impliqué dans la régulation redox du cyad#udaire (Gyuris et al.,1993) Du fait de sa
forte concentration dans les tissus végétaux sbddort pouvoir réducteur, le GSH participe
au statut redox cellulaire en jouant le réle depamredox dans les celluldsoyer et
Noctor, 2000; Foyeret al.,2001; Foyer et Noctor, 2003)

La synthése de GSH est stimulée lors des diffésenitiations de stress et son
accumulation est souvent concomitante avec cebeEd®O (Potters et al., 2002) Le GSH
peut directement réduire |3, mais également d’autres ERO, des hydroperoxydes

organiques et des peroxydes lipidiques :

bO, + 2 GSH— GSSG + 2 KO
ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + kD

Un autre r6le important du GSH dans la régulaties HRO est son implication dans
la régénération de I'ascorbate via le cycle enziguat dit ascorbate/glutathion ou Asada-

Halliwell-Foyer.
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D. Les principales enzymes antioxydantes

En sus des différentes molécules antioxydantescd#gles végétales possedent de
nombreuses voies de dégradation enzymatique des E&@ines enzymes n’utilisent pas de
co-substrat pour réduire les ERO. Au contraireytlgs utilisent plusieurs co-substrats dont

certains antioxydants que nous venons de voir (GBél)rrut, 2008).

- Les superoxydes dismutases (SOD)
Les superoxyde dismutases (EC 1.15sbidf des métallo-enzymes se retrouvant dans
'ensemble du monde du vivant, mis a part dansoyes microorganismg#lscher et al.,
2002).

Les plantes posseédent trois types de SOD contelengroupements prosthétiques
renfermant des métaux différents : du Fer (FeS@D)Manganése (MnSOD) ou du Cuivre et
du Zinc (CuzZnSOD). Toutes catalysent la dismutatiten deux anions superoxydes en

dioxygene et peroxyde d’hydrogé¢owler et al.,1994; Arora et al.,2002):

- Les catalases (CAT)

Les catalases (EC 1.11.1.6) sont des enzymes mta@j@ment peroxysomales
catalysant la dismutation du peroxyde d'hydrogéfikes sont formées de quatre chaines
polypeptidiqgues d’environ 500 acides aminés, comambr chacune un groupe hémique
comprenant un atome de Fer. Pour catalyser laioéadtatome de Fer réalise une coupure
hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hgérte, créant de ce fait une molécule d’eau
et un groupement Fe (IV) =O hautement oxydant. €aidr peut ensuite oxyder une autre

molécule de peroxyde d'hydrogene pour donner dxydéne et de I'ea(Pourrut ,2008):

40, + Fe(lll)-CAT — H,O + O=Fe(IV)-CAT
10, + O=Fe(IV)-CAT— O, + Fe(lll)-CAT +H,0
204 — 2 H,0 +0O,

Du fait de sa localisation et de sa faible affirpgur I'H,O, le réle principal de la
CAT est de détoxiquer le peroxyde d’hydrogéne pitodu proximité par la CTE
chloroplastique, et surtout par les processus psmraux de —oxydation et de
photorespiratio{Smirnoff, 1998) Bien qu’elle ait été longtemps considérée comme des
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enzymes antioxydantes les plus importantes, il &esormais que son importance dans la
détoxication de I'HO, soit réduite, en dehors de celui issu du métameliperoxysomal
(Blokhina etal., 2003; Halliwell, 2006; Pitzschkeet al.,2006).

- Les enzymes du cycle Asada-Halliwell-Foyer

Le cycle Asada-Halliwell-Foyer est un cycle compdsé&uatre enzymes conduisant,
par des réactions d’oxydoréduction successives @duction de I'hHO, par I'ascorbate
peroxydase (APX) via I'oxydation d’ascorbate, etdgénération du pool d’ascorbdfesada,
1999.

L’APX (EC 1.11.1.11), peroxydase de classe |, @st métallo-enzyme contenant un
groupe ferriprotoporphyrine IX. Elle est présentnsl tous les compartiments cellulaires,
dans le cytosol et dans I'apoplaste, sous formaeb$g®mlou liee aux membranéBoyer et
Noctor, 2000; Mittler, 2002) L’APX catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéen
utilisant I'ascorbate comme co-substrat. Le MDH3guisle cette réaction peut ensuite étre pris
en charge par la monodéhydroascorbate réductaseH@RD; EC 1.6.5.4) catalysant sa
réduction en ASC en utilisant du NAD(P) H :

4D, + 2 ASC- 2 H,O + 2 monodéhydroascorbate (MDHA)
2 MDHA + NAD(P)H> 2 ASC + NAD(P)

Néanmoins, la situation est un peu plus compligpéesque le MDHA est aussi un
accepteur d’électrons pouvant étre réduit directgrpar dérivation des électrons de la CTE
chloroplastiqugMiyake et Asada, 1994) Le MDHA rentre en compétition avec le NADP

pour accepter I'électron libéré par la ferrédoxameniveau du PSI :
4 MDHA +4Fdred + 200l— 4 ASC+4 Fdox + @
Comme nous l'avons vu précédemment, le MDHA est mmécule instable se
dismutant en ASC et dehydroascorbate (DHA). La olgn& enzyme intervenant dans la

régénération de l'ascorbate, la déhydroascorbaliectése (DHAR ; EC 1.8.5.1), catalyse la
réduction du DHA en ASC, via I'oxydation de deuxléoules de GSH :

=N
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2 MDHA> ASC + DHA
DHA + 2 GSH ASC + GSSG
La derniere réaction de ce cycle est la réductioe8SG par une flavoprotéine, la glutathion
réductase (GR ; EC 1.8.1.7), utilisant pour celaNAD(P)H comme cofacteugPourrut
,2008) :
GSSG + NADHP— 2 GSH + NAD(P)

L’ensemble des enzymes de ce cycle se retrouveistfsome soluble dans le stroma
du chloroplaste, dans les mitochondries ou dansytesol (Low et Merida, 1996) Ces
différentes enzymes, a I'exception d'une MDHAR l@&da membrane plasmique, semblent
absentes de l'apoplaste, zone ou, pourtant, latig@ad’ERO produite est importante
(Horemanset al.,2000; Potterset al.,2002; Pignocchi et Foyer, 2003).

- Les peroxydases (POX)

Les POX (EC 1.11.1.x) sont une large famille méitigjue d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’'un substrat oxydé ensatit de nombreux co-substrats comme
donneurs d’électrons. Pour la majorité de ces emsyne substrat optimal est le peroxyde
d’hydrogene, mais elles peuvent facilement réddes hydroperoxydes organiques ou des

peroxydes lipidiques :

ROOR' + co-substratred + 2 ROH + R'OH" + co-substratox

Dans certaines conditions, une partie des POXdelagt 1ll) peut avoir une activité
similaire a la catalase (catalase-like), c’estr@-dju’elles possédent la capacité de réduire
I'H O, en absence de co-substidika et al.,2004)

Au niveau cellulaire, la répartition des POX esfistnette. Les POX de classe 1l se
trouvent dans I'apoplaste sous forme soluble cgsli@ux parois et membranes. Les POX de
classe |, dont 'APX est la représentante majogtasont présentes uniquement a l'intérieur

des cellules.
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* Les peroxyredoxines

Les peroxyredoxines (PRX), aussi &m® thiorédoxines peroxydases, sont des
peroxydases non hémiques contenant un résidu mgséti niveau de leur site catalytique.
Elles possédent généralement les mémes capacidsygasiques que les POX, mais avec
une efficience moindrgNavrot et al, 2006). La réduction du substrat s’effectue par
oxydation du groupement thiol (-SH) de la cysté@neacide sulfénique (-SOH). La réduction
de l'acide sulféniqgue est due a l'oxydation de abstrats tels que les thioredoxines,
glutaredoxines et cyclophilinéBietz et al, 2006; Dietz, 2007).

Découvertes il y a a peine plus deatis, les PRX apparaissent désormais comme
des éléments essentiels du systeme de détoxia®oBERO dans cellules végétalRsuhier
et Jacquot, 2002; Dietzt al, 2006; Pena-Ahumadaet al, 2006; Dietz, 2007)Présentes en
guantité importante dans tous les compartimentslagks, y compris dans le noyau, les PRX
emblent étre avec les APX, les enzymes les pluoitaptes dans la réduction de 4®
(Rouhier et Jacquot, 2002; Dietzt al, 2006; Dietz, 2007)Par ailleurs, elles agissent de
facon totalement indépendante par rapport au &sdela-Halliwell-Foye(Dietz et al,
2006).

- La glutathion S-transférase

La glutathion S-transférase (GST, E&1218) est une enzyme de phase I, qui joue
un rdle important a la fois dans la protection -axiydative et dans le métabolisme des
xénobiotiques. Elle catalyse la conjugaison duaghibn endogéne (GSH) avec un grand
nombre de structures variées, cette conjugaisouitihel plus souvent une détoxication de

composes cyto- et génotoxiguddarrs, 1996). On obtient la réaction la suivante :

R-X + GSH GST N R-SG + H-X

Il s‘agira ici de savoir si la GST a plutét un raans le mécanisme de détoxication des
pesticides ou si elle intervient seulement commeyme de protection contre le stress
oxydant. Pour cela nous comparerons les répondesuss par d‘autres enzymes du stress

anti-oxydatif comme |'‘ascorbate péroxidase (E.C11L.11).
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E. Les mécanismes de la résistance aux herbicides

La résistance aux herbicides impliquenamins deux mécanismes principaux : la
résistance de cible et la résistance par métabolisaCes deux meécanismes peuvent
d’ailleurs co-exister chez un méme individu. Las&sice de cible est due & une ou plusieurs
mutations du géne codant pour la cible de I'hedgici cette derniere se trouve alors moins
sensible a I'herbicide et la plante survit a laedappliquée au champ. En termes de résistance
croisée, ce mécanisme de résistance ne concerme gu’plusieurs herbicides ayant le méme
mode d’action. La résistance par métabolisatiorgeant a elle un caractére a déterminisme
polygénigue beaucoup plus complexe. Elle correspipnthe dégradation plus rapide des
molécules d’herbicide chez les individus résistgras rapport aux sensibles. Concernant la
résistance croisée, un gene de résistance par oliséion peut, quant a lui, affecter
I'efficacité de plusieurs herbicides ayant des nsodiction différents. C’est pourquoi la
résistance par métabolisation est plus difficiggéer comparée a la résistance de diblean
et al.,2007) De plus, le contrdle génétique de la résistamrengetabolisation est complexe,
et nécessite des données génomiques pour étré.etudiles informations génomiques sont
inexistantes sur les mauvaises herbes. De cddagsistance par métabolisation a fait I'objet

de beaucoup moins d’études que la résistance ke cib

e Larésistance par métabolisation

Dans un premier temps des réactioractidgation fonctionnelles (oxydation,
hydrolyse...) introduisent ou révélent, dans la makéd’herbicide, des groupes fonctionnels
nécessaires pour la phase suivante qu’est la caisjug Au cours de cette seconde étape, les
groupes fonctionnels de la molécule herbicide smiviEnt conjugués a des substrats
endogénes de la plante (glutathion, glucose...). fhlde cette étape, la molécule d’herbicide
a perdu de sa phytotoxicité et est plus hydroselil moins mobile. La troisieme étape
consiste a stocker les molécules détoxifiées damvaduole et/ou dans les parois cellulaires.
SelonBartholomew et al., 2002 une quatrieme étape peut faire suite aux trasdutentes :
la dégradation des molécules conjuguées au niveda whacuole et/ou des parois cellulaires.
A chacune des trois premiéres étapes, on peut iassaoe ou plusieurs familles

multigéniques d’enzymes meétaboliques (Figure 2%jsqd’a présent, la résistance par
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meétabolisation n'a été bien établie que pour qudtmmilles d’enzymes : celle des
monooxygeénases a cytochrome P450, des Gutathio®fErases, des Glycosyltransférases

et celle des transporteurs ABC.

ATP
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D’aprés Coleman et al., 1997

Figure 25 : Les 3 phases de la métabolisation des herbidi#éles.: Glutathion-S -
Transférase ; GT : Glycosyltransférase ; T : transur.

Pour la premiére phase de la déttiwicala famille d’enzymes la plus importante est
celle des mono-oxygénases a cytochrome P450 (Q¥Bick-Reichhart et al.,2000) Chez
Arabidopsis thalianacette famille compte prés de 300 genes. Le rélbate de cette famille
est la biosynthése de métabolites dits secondetegjue les acides gras, les terpenes, les
stérols... L'implication de CYP dans la métabolisatides herbicides a été bien établie,
notamment pour les espéces cultivées comme |@bi¢hoffer et al, 2001; McFaddenet
al., 1989) et le mais(Fonne-Pfister et al, 1990; Fonne-Pfister et Kreuz, 1990)mais
également pour quelques adventices, coraoiim rigidum (Burnet et al, 1993) Pour la

seconde étape, les deux familles d’enzymes comsdétomme les plus importantes sont
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celle des Glutathion-S-Transférases (GSTWarrs et al, 1995) et celle des
glycosyltransférases (G{Gachonet al, 2005)

Considérons dans un premier tempsnidllfades GST. Cette famille est composée de
50 génes cheArabidopsis thalianalLes GST sont des enzymes qui accrochent un groupe
glutathion (libre dans la cellule) sur des substédéctrophiles (comme les herbicides dans le
cas de leur détoxication). Elles ont pour réle deéebprincipal la conjugaison de composés
endogénes toxiques afin qu'ils soient compartimentomme I'anthocyanin€Li et al,
1997) Le rble d’'une surexpression de genes codant gesiGST a été mis en évidence dans
laugmentation de l'activité des GST impliquées slda résistance par métabolisation
(Cummins et Edwards, 2004) Cette famille a également fait I'objet de plusgeétudes
montrant son implication dans la métabolisation ediicides chez différentes espéces
cultivées comme le bl€Cummins et Edwards, 2004)ou encore le maiEdwards et al,
2000)

L’autre famille d’enzymes impliguéarns la seconde phase de métabolisation des
herbicides est celle des GHall et al, 1982) On compte 120 génes de cette famille chez
Arabidopsis thalianaLe role de base des GT est de maintenir I'honadastcellulaire
(maintien de I'équilibre dynamique du milieu inttalulaire) en contrblant la concentration
d’hormones. Les GT conjuguent une molécule de sacuifférents substrats lipophiles
comme dans notre cas les herbicides. Il existéddext des N- GT selon I'accepteur, mais ces
deux types de GT jouent un réle dans la détoxinadies herbicidegBrazier et al, 2002;
Bowleset al, 2006)

Enfin pour la troisieme phase de latabolisation d’herbicides, le transport des
produits conjugués conduisant a leur compartimemtatians la vacuole, celui-ci est
essentiellement assuré par la famille multigénigies transporteurs ABC (Theodoulou,
2000). On compte 50 génes dans la famille despoateurs ABC cheArabidopsis thaliana.

Le transport de métabolites par les protéines ABCum phénomene actif nécessitant la
présence d’ATP ou de GTP, qui fournissent I'énergieessaire. Le role de base de cette
famille est I'excrétion de composés toxiques, dealmdites secondaires pour maintenir
’lhoméostasie. La famille des transporteurs ABGébéen étudiée chez des espéces cultivées

(Gaillard et al, 1994)ainsi que chez des especes mod@lestinoia et al, 2002)
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détoxication des ERO au niveau d’une cellule végdea(Mittler et al, 2004).

1. Objectif du travail

L'objectif de ce chapitre est d'étudier lesetff du Calliofop 36EC sur les activités
enzymatiques :I'Ascorbate-peroxydases (APX), la Gaiacol-peroxydas (GPX), la
Catalase (CAT) ,la Glutathion S-Transférase (GST)tenon enzymatique : Le Glutathion
(GSH) , Malondialdehyde (MDA) , chez les deux plantes aquatique en questilindea
canadensis et Lemna minen présence de |’ herbicide Calliofop 36EC

E



Paramétres enzymatiques

2. Analyse statistique des résultats

Les résultats obtenus ont fait I'objetrBuanalyse statistique grace au logiciel Minitab
16. Les données sont représentées par la moyeaseplmoins I'écart type (m+SD). Une
analyse de la variance ANOVA a un critere de clasdion (dose) est effectuée. Les
moyennes ont été comparées par le test de TUKEDXUBINETT. Le seuil de signification
est a < 0.05(Dagnelie, 1999).

3. Résultats

Dans cette partie nous avons reprédest@rincipaux résultats obtenus concernant
les essais réalisés au laboratoire, sur les #&givenzymatiques I’Ascorbate
peroxydases (APX), la Gaiacol-peroxydases (GPX), la Catalase (CAT) , la
Glutathion S-Transférase (GST) et non enzymatique :.Le Glutathion (GSH) ,
Malondialdehyde (MDA).

&
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3.1.1 Elodea canadensis

3.1 Effets du Calliofop 36EC sur les activitésngymatiques

Tableau 07 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les

tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant & paramétres enzymatiques

des feuilles deElodea canadensiapres 3, 7, 14 et 21 jours de traitement par le @efop
36EC (Dgtémoin, D= 35ug, B = 70ug, 3= 140 pg).

Variables

X10-7j0ur
X10-14j0ur
X10-21j0ur

X12-3j0ur

X1-14jour
X1-21jour
X14-3jour
Xig7jour
X14-14jour
X14-21jour

Xis-3jour

X15-7j0ur

X15-14j0ur
X15-21j0ur

X0 GST s X1 GPX : Xa APX ; X5 CAT

ddl SCE CM Fobs P Dunnette Tukey
3 0,0000000 0,0000000 13,47 0,004**  Dg,D1(A) Do(A),D1(A,B),D2
(A,B,C), D3(B,C)
3 49,863 16,621 5,18 0,042* Do,D1,D2(A) Do,D1D2(A), D3
(B)
3 2177,76 725,92 20,63 0,001 Do(A) Do(A), D1 D2,D3
*k% (B)
3 0,045174 0,015058 16,92 0,002**  Dg,D1(A) Do,D1D2(A), D3
(B)
3 0,0000313 0,0000104 0,34 0,795NS  Dg,D1,D2,D3 Dg,D1,D2,D3(A)
(A)
3 0,0005329 0,0001776 11,67 0,006**  Dg,D1,D2(A) Do(A),D1(A,B),D,,
Ds (B)
3 0,0012183 0,0004061 8,58 0,014**  Dgo,D1(A) Do(A),D; Dy,
(A,B), D3 (B)
3 0,0076817 0,0025606 48,95 0,000 Do(A) Do,D1 (A), Do(B),
*k% D3 (C)
3 0,0175993 0,0058664 65,28 0,000 Do(A) Do,D1 (A), Do(B),
*%k*% D3 (C)
3 0,0237217 0,0079072 38,67 0,000 Do,D1,D2(A) Do(A),D1,D2D3
**k% (B)
3 0,0158497 0,0052832 26,96 0,001 Do,D1(A) Do(A),D1(A,B),D-
e (A,B,0), D3(B,C)
3 0,0371149 0,0123716 180,24 0,000 Do(A) Do(A),D1(B),D,
(©), D3 O)
3 0,069492 0,023164 10,01 0,009**  Dg,D1(A) Do(A),D1(A,B),D>,
D3 (B)
3 0,062700 0,020900 13,70 0,004**  Do(A) Do,D1,D2(A) D3
(B)
3 0,044492 0,014831 2,97 0,119NS Dg,D1,D2,D3 Dg,D;1,D2,D3(A)
(A)
3 0,062333 0,020778 7,12 0,021* Do,D1,D2(A) Do (A), D1,D>
(A,B), Ds (B)
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a) Effets du Calliofop 36EC sur 'activité Ascorbate-peroxydases (APX)

La figure (27), illustre les effets dialliofop 36 EC sur l'activité Ascorbate-
peroxydases (APX), chez les feuillesEledea canadensid’analyse de la variance ANOVA
a un critere de classification (dos€)lab.07), a permis de mettre en évidence une
augmentation significative (® 0.05) des traités par apport au témoin et cesapiéurs de
traitement. Nous enregistrons aussi a 14jours aieetnent, une augmentation hautement
significative (p< 0.001) comparativement au témoin, alors que @ftgnentation en APX
se trouve étre tres significative g 0.01) par apport au témoin, aprées 3et 21jours de
traitement.

B témoin mWD135ug D270 ug mD3 140 pug

14 -
12
10

o N B OO

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

ACTIVITE APX(nmol/min/mg Prot)

Durée de traitement

Figure 27 Effets du Calliofop 36 EC sur [lactivité Ascorbae-peroxydases (APX)

(nmol/min/mg Prot) chezElodea canadensiém + SD; n = 3).

Le test dDUNNETTE indique pour l'activité Ascorbate-peroxydases (APXia,
apres 3 jours de traitement, que la dose témegiesbdifférente des trois autres dosesh
et Ds. Aprés 7 jours de traitement, le test de DUNNET&ntre que le dose témoing Bst
identique aux doses;Bt D,, et différente de la dosesDAprés 14 jours de traitemenle test
de DUNNETTE montre que le dose témoin d3t identique au doses,D,, et différente de
la dose Q. Apres 21 jours de traitemente test de DUNNETTE indique que la dose témoin
DO est différente des trois autres dogse et Ds. (Tab.07)
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Le test de classement des groupes homedé8® deTUKEY nous a réveélé pour
l'activité Ascorbate-peroxydases (APXX14, aprés 3 jours de traitement, trois groupes
différents : le premier groupk : se compose des doseg|B dose témoin et Dle deuxieme
groupe B : contient la dose P et le troisieme groupeC : contient la dose P La dose
témoin, identique a la dose; Bst différente des doses, Bt D;, ces deux derniéres sont
différentes entre elles et différentes de la dose Apres 7 jours de traitemente test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux groumesdabes : le premier groupge: se
compose de la dose témoin, [t le deuxieme group® : est composé des doses D», et
D3 ces doses sont identiques entre elles et soereliffes de la dose témoig DCependant ,
apres 14 jours de traitement, le test de TUKE s de mettre en évidence trois groupes
différents : le premier group : se compose des doseg DD, , le deuxiéme groupeB :
contient les dosesiPD; , et le troisieme group€ : est compose des dosesdd D; , la dose
D, est d’'une part identique a la dose témogreDa B , d’autre part la Pest différente de la
dose témoin B, et identique a la dose; D Cependant la dose témoin Bst différente de la
dose DB, tandis qu’ aprés 21 jours de traitement, le desfTUKEY a permis de mettre en
evidence quatre groupes différents : le premieugged? : contient la dose témoinDle
deuxieme group® : contient la dose D, le troisieme groupeC : contient la dose P, et le
guatrieme groupeD : contient la dose D, les quatre groupes sont parfaitement séparés
chaque dose est différente des trois autres ddase®st identique a aucune d’entre elles.
(Tab.07)

b) Effets du Calliofop 36EC sur I'activité la Gaiacol-peroxydases (GPX)

La figure (28) montre les effets du l@&p 36 EC sur l'activité la Gaiacol-
peroxydases (GPX), chez les feuillesElddea canadensisLa figure indique une
augmentation trés significative §00.01) des traités par apport au témoin apresla gpurs
de traitement, et une augmentation significativec (@.001) par rapport au témoin aprés 21
jours de traitement, ces résultats sont confirngs panalyse de la variance ANOVA a un

critéere de classification (dos€l)ab.07).
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B témoin ®D135ug D270 ug ®D3 140 pug

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

ACTIVITE GPX(nmol/min/mg Prot)

Durée de traitement

Figure 28: Effets du Calliofop 36 EC sur [lactivité la Gaiaol-peroxydases (GPX)
(nmol/min/mg Prot) chezElodea canadensiém = SD ; n = 3).

Le test dOUNNETTE indique pourl'activité la Gaiacol-peroxydases (GPX),
apres 3 jours de traitement, que les dose®pet D; sont identiques entre elles, et identiques
a la dose témoin ) Apres 7 jours de traitemente test de DUNNETTE montre que la dose
témoin ) est identique au doses;,[D,, et différente de la doseszD Aprés 14 jours de
traitement, le test de DUNNETTE montre que le déseoin [ est identique au dosesg,D
D,, et différente de la dosesDApres 21 jours de traitement, le test de DUNNETAdque
que la dose témoind®st différente des trois autres dose et Ds. (Tab.07)

Le test de classement des groupes horaegdSD deTUKEY nous a révélé pour
L’activité la Gaiacol-peroxydases (GPX)., aprés 3 jours de traitement, un seul grolipe
il comprend les doses :oPD1, D, et Ds, donc les trois doses 1DD,, et D; sont identiques
entre elles et identiques avec la doses témginApres 7 jours de traitementle test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux groupiésrents : le premier group@ : se
compose des doses Bt Dy, le deuxieme groupeB : comprend les doses;PD; et D; . La
dose D est identique a la dose témoig & aux doses Det D;, quoique ces deux dernieres
sont difféerentes de la dose témoig;DAprés 14 jours de traitemente test de TUKEY a
permis de mettre en évidence deux groupes différellet premier group@é : comprend les
doses I, D; et D,, le deuxiéme groupd3 : se compose des doses @ D;. La dose D3 est
identiqgue a la dose JI®t differente des doses ; Bt Dy quoique ces deux dernieres sont
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identiques a la dose;DApres 21 jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre
en évidence trois groupes différents : le premieugeA : se compose des doseg (a dose
témoin) et O, le deuxiéme groupeB : contient la dose P et le troisieme groupeC :
contient la dose P La dose témoin est identique a la dose§ différente des dose Bt D;,
ces deux derniéres sont différente entre ellegfétehtes de la dose D{Tab.07)

c) Effets du Calliofop 36EC sur I'activité Catalase (CAT) :

La figure (29), met en évidence lestsffdu Calliofop 3&C sur I'activité Catalase
(CAT) chez les feuilles &lodea canadensisApres avoir analysé les résultats par I'analyse
de la variance ANOVA a un critere de classificati@ose)(Tab.07), on remarque une
augmentation de I'activité CAT tres significatiye< 0.01) des traités par rapport au témoin
apres 3 et 7 jours de traitement, et une augmentaignificative (p< 0.05) par apport au
témoin apres 21 jours de traitement et non saaiife (P> 0,05) des traités par apport au
témoin aprés 14 jours de traitement .

Htémoin MWD135ug D270 ug mD3140 g

ACTIVITE CAT (nmol/min/mg Prot)

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 29: Effets du Calliofop 36 EC sur I'activité catalasCAT) (nmol/min/mg Prot)
chezElodea canadensiém + SD ; n = 3).

Le test dOUNNETTE indique pourl’activité catalase (CAT)X3s, aprés 3 jours de
traitement que la dose témoing Bst identique aux doses,D,, et différente de la dose;D
Aprés 7 jours de traitement, le test de DUNNETTHique que la dose témoing@st
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différente des trois autres dose, D, et D;; Apres 14 jours de traitementle test de
DUNNETTE révele que les doses,D, et D; sont identiques entre elles, et identiques a la
dose témoin B; Aprés 21ljours de traitemente test de DUNNETTE montre que la dose

témoin D0 est identique aux doses,D,, et différente de la dose;[Tab.07)

Le test de classement des groupes hameegdSD deTUKEY nous a révélé pour
I'activité catalase (CATX3s, aprés 3 jours de traitemerdeux groupes différents : le premier
groupeA : se compose des doses & D, le deuxieme groupd3 : comprend les doses;D
D, et Ds. La dose D1 est identique a la doses témgietCaux doses Det D;, quoique ces
deux derniéres sont différentes de la dose téemeinAprés 7 jours de traitemente test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux group#srehts : le premier group# :
contient les dosesdDDs, et D, le deuxieme groupe3 : comprend la dose{] les doses du
premier grouped (Do,D1,D) sont identiques et différentes de la doge Oependant , apres
14 jours de traitementle test de TUKEY a permis de mettre en évidenceauh groupe :

il comprend les doses :oPD1, D, et Ds, donc les trois doses 1DD,, et D; sont identiques
entre elles et identiques avec la doses témgjrtdddis qu’aprés 21 jours de traitemeid,
test de TUKEY a permis de mettre en évidence deovipgs de doses, le premier grodpe
comprend la dose témoinyBt les dose Det D,, et le deuxieme group® : est composé des
doses B, Dy et D;, les doses Det D, sont d’'une part identiques a la dose témajetida dose

D3, mais d’'une autre part les dosg & D; sont différentes(Tab.07)

d) Effets du Calliofop 36EC sur l'activité Glutathion S-Transférase (GST)

La figure (30) montre les effets du Cdbp 36 EC sur [lactivité Glutathion S-
Transférase (GST) chez les feuilléElddea canadensis on note une augmentation en GST
trés significative (g 0.01) par apport au témoin apres 3 et 21 jourgalement , et une
augmentation significative (g 0.05) par rapport au témoin apres 7 jours deetrant, et
hautement significative (g 0.001) par apport au témoin aprés 14 jours d’dtipasa la
molécule Calliofop 36EC, ces résultats sont trgisl’analyse de la variance ANOVA a un
critére de classification (dos@)ab.07)
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B témoin mWD135ug D270 ug mD3 140 pg
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Figure 30 Effets du Calliofop 36 EC sur l'activité Glutathion S-Transférase (GST)

(nmol/min/mg Prot) chezElodea canadensiém = SD ; n = 3).

Le test A®BUNNETTE indique pour I'activité Glutathion S-TransféraseST) X,
apres 3 jours de traitement, que la dose témoig edd identique aux doses;,DD,, et
différente de la dose d) Aprés 7 jours de traitemerig test de DUNNETTE montre que le
dose témoin BPest identique au doses,[D,, et différente de la dosesDApres 14 jours de
traitement, le test de DUNNETTE indique que la dose témopnebt différente des trois
autres dose D Dy et Ds; Apres 21 jours de traitement, le test de DUNNETM&ntre que le

dose témoin Pest identique aux doseg,D,, et différente de la dose;[{Tab.07)

Le test de classement des groupes hamegdSD deTUKEY nous a révélé pour
l'activité Glutathion S-Transférase (GSX)o apres 3 jours de traitemenk test de TUKEY
a permis de mettre en évidence trois groupes diifér: le premier group& : se compose
des doses § D, , le deuxieme groupé : contient les dosesiDD; , et le troisieme groupe
C : est composé des dosesdd D; , la dose Pest d’'une part identique a la dose témojreD
D,, d'une autre part, la Dest différente de la dose témoip Pet identique a la doses;D
cependant la dose témoiry Bst différente de la dose; DApres 7 jours de traitemente test
de TUKEY a permis de mettre en évidence deux goujiéerents le premier groupe:
contient les dosesdDDs, et D, le deuxieme groupe3 : comprend la dose{] les doses du
premier grouped (Do,D;1,D;) sont identiques et différente de la dosg Bprés 14 jours de

L7
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traitement, le test de TUKEY a permis de mettreéeindence deux groupes de doses : le
premier groupé\ : se compose de la dose témoig €t le deuxiéme group® : est composé
des doses D D,, et D; ces doses sont identiques entre elles et diffésethe la dose témoin
Do; Apres 21 jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidencexde
groupes différents le premier groupe contient les doses :oDD; et le deuxiéme group® :

se compose des doses; & D;, les deux groupes sont parfaitement séparés,da Doest
identique a la dose témoing®t différente des doses, @t D; ces deux derniéres sont
identiques entre elles et différentes des dogex=t Dy. (Tab.07)

-
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3.1.2 Lemna minor

Tableau 08 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les

tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant & paramétres enzymatiques

des feuilles deLemna minoraprés 3, 7, 14 et 21 jours de traitement par le @efop

36EC (Dgtémoin, D, = 35ug, D= 70ug, = 140 pg).

Variables ddl

il
o
e °
. °

Xqg-3jour 3
Xyg-7jour 3
Xio-1l4jour [
Xio-2ljour [
Xq1-3jour 3
Xq-7jour 3
Xi-14jour [

X11-21j0ur 3

3
3
X13-14j0ur 3

X13-21j0ur 3

SCE CM Fobs P Dunnette Tukey
0,0000000 0,0000000 31,24 0,000 Do,D1(A) Do,D1(A),D,D3(B)
0,0000000 0,0000000 21,23 0,001 Do,D1(A) Do (A),

i D1(A,B),D,,D3 (B)
0,069492 0,023164 10,01 0,009**  Dg,D1(A) Do (A),D1(B)
Dy(B,C),D3(C)
0,062700 0,020900 13,70 0,004**  Dgo,D1(A) Do (A),D1(B)
D,(B,C),D3(C)
0,0000000 0,0000000 13,52 0,004**  Dg,D1(A) Do D1 (A),
D2(A,B),D3(B)
0,0000000 0,0000000 2,98 0,118NS Dg,D1,D2,D3  Dg,D1,D2,D3(A)
(A)
0,0000000 0,0000000 31,24 0,000 Do (A) Do (A), D1(B)
e D2(B,C),D3(C)
0,0000000 0,0000000 21,13 0,001 Do,D1(A) Do(A),D1(A,B)
e D,(B,C),D3 (C)
0,0000409 0,0000136 0,48 0,707NS Dg,D1,D2,D3  Do,D1,D2,D3(A)
(A)
0,0005007 0,0001669 13,56 0,004**  Dg,D1,D2(A) Do D1 (A),
D2(A,B),D3(B)
0,0012457 0,0004152 9,03 0,012 Dg,D1(A) Do D1 (A),
D2(A,B),D3(B)
0,0076817 0,0025606 48,95 0,000 Do (A) Do(A), D1(B),Dy,
*k%k D3(B)
0,0175993 0,0058664 65,28 0,000 Do (A) Do(A), D1(B),Dy,
*k%k DS(B)
0,0237217 0,0079072 38,67 0,000 Do,D1,D2(A)  Dg,D1,D2(A),
*k%k D3(B)
0,0158497 0,0052832 26,96 0,001 Do,D1(A) Do(A),D1(A,B)
e D,(B,C),Ds (C)
0,0371149 0,0123716 180,24 0,000 Do (A) Do(A),D1(B) ,D>

Xg: APX, XlO: CAT, X 11- GST, X13: GPX

*k%k

(©), Bs (D)
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a) Effets du Calliofop 36EC sur I'activité Ascorbate-peroxydases (APX)

La figure (31), illustre les effets dualldfop 36 EC sur l'activité Ascorbate-
peroxydases (APX), chez les feuilles de la lentlleEauLemna minor, I’histogramme montre
une augmentation en APX hautement significative (pO01) par rapport au témoin aprés 3
et 7 jours de traitement, et une augmentationdigrsficative en APX (< 0.01) par rapport
au témoin aprés 14 et 21 jours de traitement. €gdtats sont confirmés par I'analyse de la
variance ANOVA a un critére de classification (Jog$€ab.08)

B témoin mWD135ug D270 ug mD3 140 pg

8,00E-06 -
7,00E-06
6,00E-06
5,00E-06
4,00E-06
3,00E-06
2,00E-06
1,00E-06
0,00E+00

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

ACTIVITE APX(nmol/min/mg Prot

Durée de traitement

Figure 31: Effets du Calliofop 36 EC sur [l'activité¢ Ascorbae-peroxydases (APX)

(nmol/min/mg Prot) chezLemna minor(m £ SD ; n = 3).

Le test d®BUNNETTE indique pour I'activité Ascorbate-peroxydases (A%, apres
3 jours de traitement, que les doses Dy, D,, sont identiques entre elles et difféerentes de la
dose 3; Apres 7jours de traitemente test de DUNNETTE montre que les dosgs, Dy,
sont identiques entre elles et différentes de & d®; Aprés 14jours de traitemenlte test de
DUNNETTE montre que les doses,D;, D,, sont identiques entre elles et difféerentes de la
dose 3; Apres 21jours de traitemente test de DUNNETTE montre que les dosgs D),
D,, sont identiques entre elles et différentes dinke B. (Tab.08)

Le test de classement des groupes homode8Es de TUKEY nous a révélé pour
I'activité Ascorbate-peroxydases (APXYo , apres 3 jours de traitemerdeux groupes
différents : le premier group& : contient les doses :¢DD; et le deuxieme groupes : se
compose des doses » Bt D;, les deux groupes sont parfaitement séparés, da Bp est
identique a la dose témoing®t différente des doses, @t D; ces deux derniéres sont
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identiques entre elles et différentes des dosest D, ; Apres 7 jours de traitemenle test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux groupiésrents : le premier groupd : se
compose des doses Bt Dy, le deuxieme groupeB : comprend les doses;PD; et D; . La
dose O est identique a la doses témoin & aux doses Det D; quoique ces deux dernieres
sont difféerentes de la dose témoig;DApres 14 jours de traitement, Le test de TUKEY a
permis de mettre en évidence trois groupes de dlss@semier groupd\ : se compose des
doses : QD et D, le deuxieme groupB : contient les dose Det Dy, le troisieme groupeC :
est composé de la dose.ha dose B est identique a la dosey Bt Dy, en méme temps elle
est difféerente de la doses[xette derniere est différente des trois autseslo I3, Dy, et Dy;
Aprés 21 jours de traitemenke test de TUKEY a permis de mettre en évidenus tgroupes
de doses, le premier groupe: se compose des dosesg & Dy, le deuxieme group® :
contient les dosesi2t D, le troisieme groupeC : est composé de la dosg.Da dose B est
identique a la dose et Dy, en méme temps elle est différente de la doge®te derniere

est différente des trois autres doses,:M), et D,. (Tab.08)

b) Effets du Calliofop 36EC sur I'activité la Gaiacol-peroxydases (GPX)

La figure (32), indique les effets dull@éop 36 EC sur l'activité la Gaiacol-
peroxydases (GPX) chez les feuillesladgnna minor, I'analyse de la variance ANOVA a un
critere de classification (dosd)lab.08), met en évidence une augmentation en GPX
hautement significative (g 0.001) par apport au témoin aprés les quatre dudée
traitement 3,7,14 et 21 jours.

Htémoin mD135pug D270 pg mD3 140 pug
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Figure 32: Effets du Calliofop 36 EC sur [lactivité la Gaiaol-peroxydases (GPX)

(nmol/min/mg Prot) chezLemna minor (m £ SD ; n = 3).
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Le test dOUNNETTE indigue pour l'activité la Gaiacol-peroxydases ¥pPXi3,
apres 3 jours de traitemenqye la dose témoind@st différente des trois autres dose D et
D3; Apres 7 jours de traitemen, test de DUNNETTE montre que les dosgsM, D,, sont
identiques entre elles et differentes de la dospAprés 14 jours de traitemerlg test de
DUNNETTE montre que les doses,D;, D,, sont identiques entre elles et différentes de la
dose 3; Aprés 21 jours de traitemenle test de DUNNETTE indique que la dose témojn D
est différente des trois autres dose et D;. (Tab.08)

Le test de classement des groupes homedd8® deTUKEY nous a réveélé pour
l'activité la Gairacol-peroxydases (GPX):3 apres 3 jours de traitemerttois groupes
différents le premier group@ : se compose de la dose [ dose témoin, le deuxiéme
groupe B : contient la dose D et le troisieme groupéC : contient les doses It Ds. Les
doses Det D3 sont identiques entre elles et différenties doses témoin et de la dose D
qui sont différentes entre elles ; Aprés 7 jourdrdgement, le test de TUKEY a permis de
mettre en évidence deux groupes différents : IeaegroupeA : contient les dosesgDDs,
et D,, le deuxieme groupeB : comprend la dose P, les doses du premier groupe
(Do,D1,D,) sont identiques et différentes de la dosg DBependant , apres 14 jours de
traitement, le test de TUKEY a permis de mettreéeilence trois groupes différents : le
premier groupé\ : se compose des doseg,[D; , le deuxiéme group® : contient les doses
Di, D, , et le troisieme group€ : est composé des dosesd D; , la dose B est d’'une part
identique a la dose témoinyBt D, , d’autre part la Pest différente de la dose témoig Det
identique a la dose ) Cependant la dose témoin Bst différente de la dose; DTandis
gu’'apres 21 jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidencargqu
groupes différents : le premier groupe contient la dose témoingDle deuxieme group@ :
contient la dose D, le troisieme groupeC : contient la dose D, et le quatrieme group® :
contient la dose P, les quatre groupes sont parfaitement séparépiehdose est difféerente

des trois autres doses et n’est identique a aut'enere elles(Tab.08)

c) Effets du Calliofop 36EC sur l'activité Catalase (CAT) :

La figure (33), montre les effets duliGtop 36 EC sur l'activité Catalase (CAT) chez
la lentille d’eauLemna minor, on note une augmentation en CAT tres signifieafp< 0.01)
par rapport au témoin apres 3 jours de traitemebhautement significative (90.001) par

-



Paramétres enzymatiques

rapport au témoin aprés 14 et 21 jours d’expositofiherbicide, ceci est confirmé par

I'analyse de la variance ANOVA a un critere de sifisation (dose)(Tab.08)

Htémoin mD135pug D270 ug ®D3 140 pug
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Figure 33: Effets du Calliofop 36 EC sur I'activité catalasg CAT) (nmol/min/mg Prot)

chezLemna minor(m = SD ; n = 3).

Le test dA®UNNETTE indique pour l'activité catalase (CAT10, apres 3 jours de
traitement, que les doses, D, Dy, sont identiques entre elles et difféerentes dioke 3 ;
Apres 7 jours de traitemente test de DUNNETTE révele que les dosas D et D; sont
identiques entre elles, et identiques a la doseitéy, ; Apresl4 jours de traitemente test
de DUNNETTE indigue que la dose témoip &t différente des trois autres dose Dy et
D3; Apres 21 jours de traitement, le test de DUNNETMontre que les doses,D, D,
sont identiques entre elles et différentes de e dd. (Tab.08)

Le test de classement des groupes homode8&s de TUKEY nous a révelé pour
l'activité catalase (CATXio, aprés 3 jours de traitement, des groupes différelat premier
groupeA : comprend les dosesy[DD; et D,, le deuxiéme groupe3 : se compose des doses
D, et Ds. La dose R est identique a la dose Bt différente des doses; Bt de la dose témoin
Do quoique ces deux derniéres sont identiques ada B; Apres 7 jours de traitemente
test de TUKEY a permis de mettre en évidence uhgseupeA : il comprend les doses P
D1, D,, et Ds, donc les trois doses 1D, et D; sont identiques entre elles et identiques avec
la dose témoin B, Aprésl4 jours de traitement, le test de TUKEYeamis de mettre en

evidence trois groupes différents le premier grolipese compose de la dose témoig @
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deuxieme group® : contient la dose Det D, , le troisieme groupéC : contient la dose P,
et D;. La dose D est identique d’'une part a la dosedd a 3 , d’autre part différente de la
dose témoin B les doses Det D; sont différentes entre elles et différentes ddolse témoin
Do; Apres 21 jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidengss tr
groupes différents : le premier groupe se compose des doses [D; , le deuxiéme groupe
B : contient les dosesiDD, , et le troisieme group€ : est composé des dosesd D; , la
dose 0 est d’'une part identique a la dose témogeDa b , d’'autre part la PBest différente
de la dose témoin ] et identique a la dose;Dcependant la dose témoig Est différente de
la dose . (Tab.08)

d) Effets du Calliofop 36EC sur l'activité Glutathion S-Transférase (GST)

La figure (34), montre les effets dullbop 36 EC sur [lactivité Glutathion S-
Transférase (GST), chez les feuillesldgnna minor)'analyse de la variance ANOVA a un
critere de classification (dos€Jab.08) met en évidence une augmentation en GST trés
significative (p< 0.01) par apport au témoin apres 7 et 14 joursaiement par le Calliofop
36EC, et une augmentation la l'activit¢ GST hautensggnificative (p< 0.001) par rapport

au témoin apres 21 jours de traitement.

Htémoin mD135ug D270 ug ®D3140pug
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Figure 34 : Effet du Calliofop 36EC sur l'activité Glutathion S-Transférase (GST)
(nmol/min/mg Prot) chezLemna minor (m £ SD ; n = 3)

Le test dA®UNNETTE indique pour I'activité Glutathion S-TransféraseS(T) X1,

apres 3 jours de traitemenqye les dosesDD, et D; sont identiques entre elles, et identiques
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a la dose témoin @ Aprés 7 jours de traitemente test de DUNNETTE montre que les
doses [y, D;, D,, sont identiques entre elles et différentes ddose B3, apres 14 jours de
traitement, le test de DUNNETTE montre que les doses Dy, D,, sont identiques entre
elles et difféerentes de la dose ;DAprés 21 jours de traitemerle test de DUNNETTE
indique que la dose témoirny Bst différente des trois autres dose et Ds. (Tab.08)

Le test de classement des groupes horaegdSD deTUKEY nous a révélé pour
l'activité Glutathion S-Transférase (GSX); apres 3 jours de traitement) seul groupé\ :
il comprend les doses :oPD1, D, et Ds, donc les trois doses 1PD,, et D; sont identiques
entre elles et identiques avec la doses témginAprés 7 jours de traitementle test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux group#srehts le premier groupé :
comprend les doses)[D; et D;, le deuxieme groupé : se compose des dosesdd D;. La
dose I3 est identique a la dose et, Bt difféerente des doses D de la dose témoinyD
guoique ces deux derniéres sont identiques a $& @p; Cependant, aprés 14 jours de
traitement, le test de TUKEY a permis de mettre en évidencex dgoupes différents le
premier groupéed : se compose des doseg & D,, le deuxieme groupeB : comprend les
doses B, D; et Ds. La dose B est identique a la doses témoip & aux doses Det Ds,
guoique ces deux dernieres sont différentes deda tEmoin B tandis qu’aprés 21 jours de
traitement,le test de TUKEY a permis de mettre en évidencss tgooupes différents : le
premier groupeA : se compose de la dose @ dose témoin, le deuxieme groupt:
contient la dose D et le troisieme groupé : contient les doses [t D;. Les doses Pet
D; sont identiques entre elles et différentes dieses témoin et de la dose ui sont
différentes entre elle§Tab.08)

3.2 Effets du Calliofop 36EC sur les biomargeurs non enzymatiques

3.2.1Elodea canadensis
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Tableau 09 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les
tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant ke paramétres non
enzymatiques des feuilles d&lodea canadensiaprés 3, 7, 14 et 21 jours de traitement
par le Calliofop 36EC (D, témoin, D,= 35ug, D,= 70ug, @ = 140 ug).

Variables ddl SCE CM Fobs P Dunnette Tukey
X11-3jour 3  0,0000000 0,0000000 13,47 0,004** Do,D1 (A) Do Di(A),D2
(A,B), D3(B)
X1-7jour 3  0,0000000 0,0000000 2,98 0,118NS  Dg,D1,D,D3 Dg,D1,D2,D3(A)
(A)
X11-14jour 3  0,0000000 0,0000000 31,24 0,000***  Dg(A) Do (A), D1(B)

D2(B,C),Ds(C)
Xy-21jour 3 0,0000000 0,0000000 21,23  0,001** DgD;(A)  Do(A),Di(A,B),D>
(A,B,C), D3(B,C)

Xqz-3jour 3 0,0041067 0,0013689 42,37 0,000*** Do(A) Do,D1(A),
D2(B),Ds(C)

X1s-Tjour 3 0,0068976 0,0022992 10,71 0,008  Dg,D1,Ds(A) Do(A),D; Dy
(A,B), D3 (B)

LS 3 0,0008133 0,0002711 4,54  0,055°  Dg,DuDs(A) Do,Di1,DsDs(A)

Xqiz-21jour 3 0,0005877 0,0001959 2,45 0,16INS  Dg,D1,D2,D3 Dg,D1,D2,D3(A)

(A)
Xll: GSH
X413 MDA

a) Effets du Calliofop 36 EC sur Le Glutathion (GSH)

La figure (35), illustre les effets @alliofop 36 EC sur Le Glutathion (GSH) chez la
plante aquatiqueElodea canadensison note une diminution du taux du GSH, trés
significative (p< 0.01) par rapport au témoin aprés 7 et 14 joursaiement , et une baisse
en GSH hautement significative €0.001) par rapport au témoin apres 21 jours dieinant
par le Calliofop , ceci est confirmé par I'analyde la variance ANOVA a un critére de
classification (dose)Tab.09)
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Htémoin mD135pug D270 ug mD3 140 pg
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Figure 35: Effet du Calliofop 36EC sur Le Glutathion (GSH) (M/ mg de protéines) chez
Elodea canadensigmzSD ; n=3)

Le test dABUNNETTE indique pour le taux du Glutathion (GSK);, aprés 3 jours de
traitement,que le dose témoin J2st identique aux doses,[D,, et différente de la dose;D
Apres 7 jours de traitemente test de DUNNETTE révele que les dosgs Dy et D; sont
identiques entre elles, et identiques a la doseitéldy ; Apres 14 jours de traitemenle test
de DUNNETTE indique que la dose témoin DO est thifée des trois autres doseg D- et
Ds3; Apres 21 jours de traitemente test de DUNNETTE montre que la dose témogrnebt
identique au doses;PD,, et différente de la dose;[Drab.09)

Le test de classement des groupes homod¢BBsdeTUKEY nous a révelé pour le
taux du Glutathion (GSHXi;, aprés 3 jours de traitement, deux groupes différele
premier groupé\ : comprend les doses[D; et D,, le deuxieme groupé : se compose des
doses D et Ds. La dose DR est identiqgue a la dose , Bt différente des doses ; Bt Dy
qguoique ces deux dernieres sont identiques ada Bg Apres 7 jours de traitement, le test
de TUKEY a permis de mettre en évidence un seuwlggs : il comprend les doses xPDy,

D,, et Ds, donc les trois doses 1DD,, et D; sont identiques entre elles et identiques avec la
dose témoin B; Apres 14 jours de traitemerige test de TUKEY a permis de mettre en
evidence trois groupes différents : le premier geoli : se compose de la dose témoig) @
deuxieme group® : contient la dose Det D, , le troisieme groupéeC : contient la dose P,

et D;. La dose D est identique d’'une part a la dose € D; et d’autre part différente de la
dose témoin b, les dose Pet D; sont différentes entre elles et différentes ddolse témoin

Do; Apres 21 jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidengss tr
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groupes différents : le premier groupe se compose des doses [D; , le deuxiéme groupe
B : contient les dosesiDD, , et le troisieme group€ : est composé des dosesd D; , la
dose @3 est d’'une part identique a la dose témogreDD, , d’autre part la Pest différente de
la dose témoin P, et identique a la dosesDCependant la dose témoig st différente de la
dose D. (Tab.09)

b) Effets du Calliofop 36 EC sur le malondialdehyde(MDA) (uM/mg de

protéines)

La figure (36), met en évidence lestsfigu Calliofop 36 EC sur malondialdehyde
(MDA) chez Elodea canadensis lanalyse de la variance ANOVA a un critere de
classification (doseTab.09),indique une augmentation du taux de MDA chezdedlés de
E. canadensis cette augmentation est hautement significatpvec (0.001) par rapport au
témoin apres 3 jours de traitement , et trés sigatife (p< 0.01) par rapport au témoin apres
7 jours de traitement, et significative £ 0.05) par rapport au témoin apres 14 jours

d’exposition au Calliofop 36EC.

B témoin mD135ug D270 ug ®D3 140 pug
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Figure 36 : Effet du Calliofop 36EC sur le malondialdehyde MDA) (uUM/mg de
protéines) chezlodea canadensigm = SD ; n = 3)

Le test AOUNNETTE indique pour le tauxiu Malondialdehyde (MDAX13, apres 3
jours de traitement, que la dose témoet différente des trois autres doses et D;;
Apres 7 jours de traitement, le test de DUNNETTEntr® que le dose témoinglest
identique au doses;PD,, et différente de la dosesPapres 14 jours de traitemerig test de
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DUNNETTE montre que la dose témoiny €st identique aux doses,D,, et différente de la
dose B3; Apres 21 jours de traitemente test de DUNNETTE réveéle que les dosgs et
D3 sont identiques entre elles, et identiques a $& démoin Q. (Tab.09)

Le test de classement des groupes homsede8B deTUKEY nous a révélé pour le
taux du Malondialdehyde (MDAX,3 apres 3 jours de traitemeftripis groupes différents : le
premier groupé\ : se compose des doses & D, le deuxieme groupé : contient la dose
D,, et le troisieme group€ : contient la dose P La dose témoin est identique a la doge D
est différente des doses Bt D, ces deux dernieres sont différente entre ellesfigrentes
de la dose B; Aprés 7 jours de traitemenke test de TUKEY a permis de mettre en évidence
deux groupes difféerents : le premier grodpecomprend les doses[D; et Dy, le deuxieme
groupe B : se compose des dosesdd Ds. La dose R est identique a la dose; Bt différente
des doses Det [ quoique ces deux dernieres sont identiques ada B ; Aprés 14 jours
de traitement, le test de TUKEY a permis de mettre en évidencesem groupeA : il
comprend les doses D1, D,, et s, donc les trois doses 1D, et D; sont identiques entre
elles et identiques avec la doses témajn Apres 21 jours de traitement, le test de TUKEY a
permis de mettre en évidence un seul groipal comprend les doses :(DD1, D, et D,
donc les trois doses ;1PD,, et D; sont identiques entre elles et identiques avelo$a témoin
Do. (Tab.09)
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3.2.2.emna minor

Tableau 10 : Analyse de la variance ANOVA a un crére de classification (dose) avec les

tests de comparaison DUNETTE et TUKEY concernant k& parameétres non

enzymatiques des feuilles deemna minoraprés 3, 7, 14t 21 jours de traitement par le
Calliofop 36EC (Do témoin, D= 35ug, D= 70ug, = 140 pg).

Variables

Xq2-3jour
Xqio-7jour
Xi-14jour
Xi-21jour

X4 3jour

Xuyg7jour

Xi4-14jour

Xis-21jour

X GSH

X1a: MDA

a) Effets du Calliofop 36 EC sur Le Glutathion (GSH)

ddl SCE CM Fobs P Dunnette Tukey
3 0,0041067 0,0013689 42,37 0,000***  Dg(A) DoD1(A), D2(B)
D3(C)
3 0,0068976 0,0022992 10,71 0,008** Do,D1,D2(A) Do D1 (A),
D2(A,B),D3(B)
3 0,0008133 0,0002711 4,54 0,055* Do,D1,D2(A) Do (A), D1,D;
(A,B) ,Ds (B)
3 0,0006350 0,0002117 2,57 0,150NS  Dg,D;1,D2,D3 Dg,D1,D2,D3(A)
(A)
3 0,069492 0,023164 10,01 0,009** Do,D1 (A) Do D1 (A),
D2(A,B),D3(B)
3 0,062700 0,020900 13,70 0,004** Do(A) Do (A), D1,D2D3
(B)
3 0,044492 0,014831 2,97 0,119NS  Dg,D1,D2,D3 Dg,D1,D2,D3(A)
(A)
3 0,062333 0,020778 7,12 0,021* Do,D1,D2(A) Do (A), Dy,D>
(AvB) D3 (B)

La figure (37), illustre les effets dullidop 36 EC sur le contenu en Glutathion

(GSH) chez les feuilles de la lentille d’eauemna minor J'analyse de la variance ANOVA

a un critéere de classification (dos@)ab.10) , met en évidence une baisse de GSH, cette

baisse est hautement

significative €p0.001) par apport au témoin, aprés 3 jours de

traitement , et trés significative {0.01) par rapport au témoin apres 7 jours deetrant, et

significative (p< 0.05) par rapport au témoin apres 14 jours deetrent par la molécule du

Calliofop 36EC.
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Figure 37: Effet du Calliofop 36EC sur Le Glutathion (GSH) (UM/ mg de protéines) chez

Lemna minor (m = SD; n=3)

Le test dA®UNNETTE indique pour le taux du Glutathion (GSK),; Aprés 3 jours
de traitement, que la dose témoind3t différente des trois autres dose D et D;; Aprés
7 jours de traitemenke test de DUNNETTE montre que les dosgs), D,, sont identiques
entre elles et différentes de la dosg Bpres 14 jours de traitemem, test de DUNNETTE
montre que les dosesy,DD;, D,, sont identiques entre elles et différentes dddse I3 ;
Apres 21 jours de traitemerng test de DUNNETTE révele que les dosas ) et D; sont

identiques entre elles, et identiques a la doseitéy. (Tab.10)

Le test de classement des groupes homede8B deTUKEY nous a révélé pour le
taux du Glutathion (GSHX1,, aprés 3 jours de traitementyrois groupes différents : le
premier groupé? : se compose des doseg [@ose témoin) et P le deuxieme groupeB :
contient la dose P et le troisieme groupeC : contient la dose P La dose témoin est
identique a la dose®st difféerente des dose Bt Ds, ces deux derniéres sont différente entre
elles et difféerentes de la dosg;DAprés 7 jours de traitement, le test de TUKENeamis de
mettre en évidence deux groupes différents le megroupeA : comprend les dosesy[D;
et D, le deuxieme groupeB : se compose des doses @ D;. La dose Qest identique a la
dose D et difféerente des doses; Bt la Iy quoique ces deux derniéres sont identique a la
dose D; Aprés 14 jours de traitemente test de TUKEY a permis de mettre en évidence
deux groupes de doses : le premier groipecomprend la dose témoinp@t D et D, et le
deuxieme groupeB : est composé des doseg D, et D;, les doses Det D, sont d’une part
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identiques a la dose témoirp Bt a la dose ) mais d’'une autre part les dosg & D; sont
différentes : Apres 21 jours de traitemeld,test de TUKEY a permis de mettre en évidence
un seul groupé : il comprend les doses zPD;, D, et Ds, donc les trois doses 1[D», et Dy

sont identiques entre elles et identiques aveos$a temoin R (Tab.10)

b) Effets du Calliofop 36 EC sur le taux du malondiehyde (MDA) (uM/mg de

protéines)

La figure (38), indique les effets @alliofop 36 EC sur le malondialdehyde (MDA)
chez les feuilles deemna minor, on remarque une augmentation en MDA tres siatifie
(p<0.01) par apport au témoin apres 3 et 7 joursalement, et significative (§ 0.05) par
rapport au témoin aprés 21 jours de traitemerd.r€gultats sont confirmés par I'analyse de

la variance ANOVA a un critére de classificationgd).(Tab.10)
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o
oo
)

o
o)

o
[N}

Taux de MDA(pM/mg de
protéines)
o
o ~

3jrs 7jrs 14jrs 21jrs

Durée de traitement

Figure 38 Effet du Calliofop 36EC sur le malondialdehyde MDA) (uUM/mg de
protéines) ched.emna minor (m+ SD ; n = 3)

Le test dA®UNNETTE indique pour le taux du Malondialdehyde (MDX),, apres 3
jours de traitementjue les doses Jp D1, D,, sont identiques entre elles et différentes de la
dose 3; Aprés 7 jours de traitemerg test de DUNNETTE indique que la dose témoin D
est difféerente des trois autres dosg D, et D;; Apres 14 jours de traitemerig test de
DUNNETTE révele que les doses,D, et D; sont identiques entre elles, et identiques a la
dose témoin B; Aprés 21 jours de traitemente test de DUNNETTE montre que les doses
Do, D1, D, sont identiques entre elles et différentes dioke . (Tab.10)
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Le test de classement des groupes horeede8D deTUKEY, nous a révélé pour le
taux de Malondialdehyde (MDAX14, aprés 3 jours de traitemedgux groupes différents : le
premier groupé\ : comprend les doses[D; et Dy, le deuxiéme groupé® : se compose des
doses D et Ds. La dose R est identique a la dose; Bt difféerente des doses; & Dy quoique
ces deux dernieres sont identiques a la dospAprés 7 jours de traitemerg test de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux groupedabes : le premier groupge: se
compose de la dose témoin, [t le deuxieme group® : est composé des doseg D,, et
D3 ces doses sont identiques entre elles et diffésettet la dose témoinyPCependant, apres
14 jours de traitemenie test de TUKEY a permis de mettre en évidencsauwh groupé? : il
comprend les doses D1, Dy, et Ds, donc les trois doses 1D, et D; sont identiques entre
elles et identiques avec la dose témojpy tAndis qu’ apres 21 jours de traitemdattest de
TUKEY a permis de mettre en évidence deux groupegiases : le premier groupe:
comprend la dose témoiny[@t la dose Pet D,; Le deuxieme groupeB : est compose des
doses DB, D, et Ds, les doses Det D, sont d’'une part identiques a la dose témajreDa la
dose B, mais d’'une autre part, les dosgdd D; sont différentes(Tab.10)

« Discussion

La résistance par détoxication comespa I'utilisation d’enzymes qui existent dans
les plantes et qui ont pour role de protéger ldtules en métabolisant des produits
xénotoxiques(Eerd et al, 2003) Les herbicides présentent certains groupes chasiq
communs avec ceux des produits xénotoxiques etdsmmt reconnus comme tglguan et
al., 2007) Chez les plantes résistantes et sensibles, utie pa@ ces enzymes est capable
d’effectuer la dégradation d’herbicides. Les plantésistantes montrent une activité de
dégradation supérieure a celle des plantes sessjdiEs plantes résistantes sont donc les
seules a étre capables de dégrader I'herbicidez agse pour éviter qu’il n'ait le temps
d’atteindre sa cible. La résistance a un herbibaeée sur la métabolisation peut étre due a
deux scénarii: soit a une mutation d'un géne deabwdisation existant qui augmenterait
I'affinité pour I'herbicide de I'enzyme pour lequélcode, soit a une augmentation de la
guantité d’enzymes capables de dégrader cet hdebidue a une surexpression des genes
codant pour ces dernie(Eerd et al, 2003) Cette derniére hypothése est la plus probable,
dans la plupart des cas. La métabolisation deddiges se déroule en trois phageatzios
et Burgos, 2004)
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Nous nous sommes focalisés, sur le suivi de cergaamametres, considérés comme
biomarqueurs de la Toxicité. Il s’agit entre-autréss activités enzymatiques de APX, GPX,
CAT et GST ; Egalement de parametres aussi impsrtahque le GSH dont la présence est
indispensable a la cellule et a I'activité GST,saique le MDA qui est un indicateur de
I'atteinte membranaire a travers la peroxydatigndigue chez les deux Macrophytes en
question :Elodea canadensist Lemna minor sous l'effet du Calliofop 36EC a différents
temps de traitement 3, 7, 14 et 21 jours et acdesentrations qui varient de 35ug a 140ug.

e Qu’en-est-il de l'activité APX?

Les pesticides peuvent agir comme xi@sobiotiques et induire des contraintes
abiotiques dans les tissus végétéDA Moldes et al, 2008, Teisseire, H., Vernet, G., 2001,
W. Yu et al, 2007) Dans la présente étude, linduction de Iactiwté@ntioxydant
enzymatique APX suggére que I'herbicide a évoquatress oxydatif dans les tissus de la
lentille d'eau et deElodea canadensisDailleurs, lintensité des réponses antioxydante
connectées avec augmentation significative deivisetAPX était plutét dépendante de la
durée du traitement, ainsi que de la concentradlewée de I'herbicide. Les auteurs ont
conclu que la tolérance est le résultat de l'actation d'antioxydants, protégeant les lipides
membranaires contre la peroxydation. Le systéemiexgmtant enzymatique des végétaux est
composé de CAT, SOD, GPX, APX, l'ascorbate oxydA€®), déshydroascorbate réductase
(DHAR), monodehydroascorbate réductase (MDHARX)llgathion réductase (GR) et TPS
(Goyal. et al, 2010).

Selon une étude sur la lentille d’ealuemna minor» exposé a Roundup Ultra 360SL
(herbicide) et afin d’évaluer la Phytotoxicité de xenobiotique, El zbieta Kielak et al,
(2011)ont constaté une augmentation significative dé®?KA ceci a était expliqué par le fait
gue I expression des enzymes antioxydantes cofiyR&X, peut protéger les membranes
biologiques en formant des complexes avec le ¢refl la téte polaire de la molécule de
phospholipide qui change la sensibilité de fer #o-axydation. En outre, la putrescine
exogene accrue l'importance relative de la voipirawire alternative dans des conditions
restrictives de la disponibilité de I'ADP et de Ri,stabilisation de I'état de réduction de

l'ubiquinone piscine, et d'atténuer la formatiorR{2S.
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Geoffroy et al, (2004) auteur d'une étude comparative entreemna minoret
Scenedesmus obliquuieux Macrophyte exposées a I'herbicide Flumioxgznexpliqué que
la Stimulation de I'APX peut étre considérée eporése a la concentration accrue de ROS
cellulaire, car le mode d'action flumioxazine, ifdune accumulation de protoporphyrine
IX dans le cytosol. Pour faire face a ces ROS éstit peroxydes, les plantes réagissent par

de multiples adaptations, par exemple des systdiaesvation des enzymes antioxydantes.

* Pourquoi cette augmentation de I'activité CAT?

Nous avons mis en évidence une augmentd I'activité catalytique au niveau des
feuilles deElodea canadensist Lemna minortraitées par les differentes concentrations du
Calliofop 36EC comparativement au témoin

Une étude menée pdaria et al, (2009)sur I'Ecophysiologie de la tolérance Hodeé
canadensis |I'exposition au nickel, on constaté une augntientale I'activité CAT.
Cette enzyme est impliquée dans le piégeage dixyme d'hydrogene et radical superoxyde

- ROS, affectant la structure cellulaire et métedmoé (Scandalios, 1993).

L’effet stimulant observé chez les d@lantes suite au traitement par le Calliofop 36
EC, et par rapport a l'activité CAT, l'une des gipales enzymes antioxydantes dans la
cellule, constitue une réponse face a la surptamuade HO,; Ainsi I'absorption des
matieres actives contenues dans le pesticideit sefarigine de la synthese de radicaux
libres en quantités importantes, générant ainsiéritable stress oxydat{Meksem. et al.,
2007),qui induit une mort cellulaire, programmée sur digss infectés, limitant I'expansion
de linfection. Les polyamines empéchent la sysghde ROS et piegent les radicaux
hydroxyles, mais ils peuvent également étre méisdmen produisant de grandes quantités de

H,O, qui peuvent altérer les réponses au prochaisssingluit, Miohapatra et al, 2009)

La dégradation des polyamines par landia oxydase (DAO) et par les polyamines
oxydase (PAO) générée lors de la production g@,Hest une réponse hypersensible (RH)
contre le virus de la mosaique du tabac (TMona .A, et al .,2006; Yoda .H,et
al.,2009).Le peroxyde d'hydrogéne induit la mort cellulairegrammeée (PCD) sur les sites
infectés, ce qui limite I'expansion de l'infectitue. H,O, est principalement décomposé par la
CAT, et par les peroxydases en l'absence de CAlbr(glastes). Ce Systéme antioxydant
enzymatique végétal est composé de CAT, SOD, Aaterlbxydase GOPX, APX,
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déshydroascorbate réductase (Dhar), réductase mloyabascorbate (MDHAR), glutathion
réductase (GR)Goyal et al, 2010).

Le peroxyde d'hydrogéne, en tant q@SRagit comme molécules cytotoxiques et
peut étre aussi un second messager dans la sajimaliscascade de la transduction. Le
peroxyde d’hydrogéne, peut causer un stress oxytlata des changements, dans l'activité
des enzymes antioxydant@subis et al, 2008) Dans la présente étude linduction d'une
activité enzymatique antioxydante la CAT suggeénee I'herbicide utilisé induit un stress
oxydatif dans les tissus de la lentille d'eau etEdecanadensisEnfin, on remarque que
limportance des réponses enzymatiques antioxydar(teAT) est principalement liée a la

durée du traitement.

e L’activité la Gaiacol-peroxydases (GPX) ?

Contrairement a leurs homologues arésydes GPX végétales ne possédent plus de
groupement prosthétique sélénium-cystéine dans dear catalytique, mais seulement un
résidu cystéing¢Navrot et al, 2006).Bien que les GPX possedent encore la capacitiéisbut
le GSH pour réduire le #,, des peroxydes lipidiques ou des hydroperoxydganques
(Ursini et al, 1995); Mullineaux et al, (1998) elles utilisent de facon préférentielle et plus
efficiente les thioredoxines comme subsfidavrot et al, 2006) Certaines GPX végétales

sont méme incapables d'utiliser le GSH

L'activité de la GPX varie considéraibdnt selon les especes végétales et les
conditions de stres&Gill et Tuteja, 2010), Les activités peroxydase élevés dans les plantes
aguatiques ont été liés a la tolérance aux poku@mtvid et al, 2001;.. Royet al, 1992)
bien que la controverse existe cheamna minortraitée avec des xénobiotiques, comme les
pesticides, l'activité GPX n'a pas été stimulBktsou et al, 2006;. Teisseire et Vernet,
2001) ou une induction transitoire a été détecf{€eisseire et Vernet, 2000)Dans nos
experiences, cette enzyme joue un role principaz thminor etE. canadensis] ya eu une
augmentation tres significative @ 0,001) par rapport au témoin et une diminutiors tré
significatif (p< 0,01) cheZlodea canadensiapres 7 jours de traitement. Ces résultats sont
en accord avec la littérature qui montre que lallgpn de la GPX a la hausse est fortement
induite au début d'un événement, et diminue lent¢émi@ns le temp@assardiet al, 2005)
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» Comment le GSH intervient-il et comment évolue-t-il
Sachant que le peroxyde d’hydrogéne et les CaAtE€rviennent dans le cycle du
glutathion, I'amélioration de la tolérance aux camites abiotiques chez les plantes est
attribuée a 'augmentation de leur capacité dexiitation des ERO, nous permet ainsi de
confirmer indirectement, la présence des radicdued induits par le traitement au Calliofop
36EC, particulierement aux fortes concentrations.

Le glutathion est I'antioxydant non enzymatique eonajdans les cellules végétales,
c’est le thiol cellulaire le plus abondant, impkguans le métabolisme, les procédés de
transport et dans la protection des cellules cdereffets toxiques des composés endogenes
et exogenes, y compris les espéces réactive deg/gemes et les métaux lourfiBisckinson
et Forman, 2002 Le GSH est un composé réducteur soufré le plus damindans le
compartiment intracellulaire. En interceptant udical hydroxyde, le glutathion génere un
radical superoxyde qui doit étre prix en chargeyras SOD, outre son role essentiel d’agent
réducteur, le glutathion intervient également a second niveau dans la défense
antiradicalaire par son implication dans les réamsi de détoxication catalysées par la

glutathion-S-transferag®arillet, 2007).

Dans notre travail, nous avons mis edeice, une diminution dose- dépendante du
taux de GSH au niveau des feuilles, en présendatdifieentes concentrations du Calliofop
36EC, cette déplétion peut étre expliquée pamiadn directe du glutathion au composant du
pesticide(Barillet, 2007). Nos résultats concordent avec ceuxPaerrrut ,(2008) qui au
cours de I'étude surlmplication du stress oxydatif, dans la toxicité mlamb sur une plante
modele, Vicia fabg ils ont constaté que les feuilles sont trés ibbas a de faibles
concentrations en plomb. Une accumulation « préwent de PC (Les phytochélatines) dans
les feuilles, en I'absence de métal, permettraisiade protéger, du moins en partie, les

cellules foliaires et I'appareil photosynthétique.

La synthese importante de phytochélatiragas été corrélée avec une diminution du
pool de GSH comme cela est réegulierement rapgGtemens, 2006a; Clemens, 2006h)e
maintien de la stabilité de ce pool est trés ceetaent d0 a I'activation tres importante de la
glutathion réductase (GR), catalysant la régéraratiu GSH. Ce tripeptide joue un réle

essentiel dans la détoxication des métaux en i&atelmt directement, ou en étant utilisé par
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la PCS pour synthétiser des PC. Il joue égalemenble fondamental dans la régulation du
statut redox des cellules et dans la détoxicatioectt ou indirecte des ERO, via le cycle
Asada-Halliwell-Foyer. Nos résultats ont révélé gigel’activation de la GR était toujours
corrélée a l'apparition de flambées oxydatives,sausen dans les feuilles dElodea
canadensigjue dans celles deemna minor.

L’ensemble de ces résultats suggerelgueSH, au-dela de son utilisation dans la
chélation, jouerait un réle direct dans la détotxica des ERO. Il pourrait constituer la
premiere ligne de défense de la plante contrealalfee oxydative générée par le Calliofop
36EC.

Parallelement a la diminution du taux de GSH, nousvons noté une augmentation de

I'activité GST au niveau des feuilles en présencaidCalliofop 36EC

Outre les enzymes antioxydantes ci-deskuglutathion et les glutathion-associés
meétabolismes fournissent une autre ligne de défpogela protection des plantes contre les
formes d'oxydation et les autres charges. Parmilawgtutathion-S-transférase (GST) joue un
réle essentiel dans la défense de l'organismeeatedrélectrophiles réactifs en les retirant par
conjugaison avec le GSkMaher, 2005) En outre, la GST est omniprésente protéines
multifonctionnelles impliquées dans la détoxicatoes substances toxiques, qui catalyse la
conjugaison de GSH a divers substrats électroplftegang et al, 2008) Dans notre
expérience, I'élévation significative de la GST wygeré que la désintoxication semble
procéder par conjugaison avec le glutathion p&3d. Lorsque la plus grande concentration
de Calliofop 36EC pour deux macrophytes, dans lsumngeou les dommages de ROS a été au-
dela de la détoxication de la GST.

Cette augmentation est une réponse ausstregatif provoqué par la présence des
pesticides, les enzymes de biotransformation saminiples premiéres a répondre a la
présence d’'un xénobiotigue dans un organisme viv@atie augmentation indique un taux

élevée de conjugaison de particules métalliques levglutathior{Persia, 2004
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Le Malonedialdéhyde (MDA)

La production d’hydroperoxydes lipidiguest due a l'action enzymatique des
lipoxygénases (LOX)Brash, 1999; Blee, 2002; Liavonchanka et Feussne2Q06) Les
LOX catalysent linsertion d’'une molécule d’oxygéeam 9™ et 13 position sur les AGPI
libres 18:2 (acide linoléique) et 18:3 (acide lémbue), et forment des hydroperoxydes
lipidiques. Lors d’'un stress, la part de cette patihn enzymatique dans la production totale
d’hydroperoxydes est tres importante. Dans le @dadréaction hypersensible, elle peut
atteindre 30 a 50 ¥Montillet et al, 2005) Ces LOOH sont ensuite métabolisés par plusieurs
cascades enzymatiques, en une vaste classe de sEsnp@taboliques secondaires, appelés
oxylipines(Blee, 2002; Creelman et Mulpuri, 2002; Howe et Sdmiller, 2002; Chehab et
al.,, 2007) Ces oxylipines ont une importance physiologiquastdérable, puisque de
nombreuses molécules, telles que l'acide jasmoniguele malondialdeéhyde (MDA),
participent a la régulation de processus physigloeg(Blechert et al, 1995; Kramell et al,
2000; Blee, 2002; Almeragt al, 2003; Farmeret al, 2003; Weberet al, 2004) Les deux
voies de peroxydation (enzymatique ou non) condtise la formation de nombreux
aldéhydeqMueller, 2004) comme le MDA ou le 4-Hydroxynonénal (4HNE) intassgnt
avec les macromolécules, et en particulier '’ADN.

La peroxydation lipidique, si elle estportante, perturbe la fluidité membranaire, rend
la membrane plus perméable, modifiant ainsi lesdustasies chimiques et redox cellulaires.
L’altération des membranes thylakoidales et chllasifmues entraine des perturbations au
niveau des CTE, conduisant a une augmentation geotiuction d’ERO dans ces zones et

amplifiant ainsi le phénomeéne.

La peroxydation des lipides, ce quiidime l'intégrité des cellules et des membranes
des organelles, est I'un des effets les plus irmptstde métaux lourds dans les plantes
(Schutzendubelet al, 2002) (Singh et al, 2006) Le malondialdéhyde (MDA) est un produit
cytotoxique de la peroxydation lipidique et un cateur de la production de radicaux libres et

des lésions tissulaires conséqudfibkawa. et al,, 1979)
L’augmentation du niveau de MDA est ¢dég2 comme un indicateur général de

stress oxydatifCho UH, Seo NH, 2005);augmentation du MDA a déja été trouvé darls

minor et d'autres especes, apres une exposition aiH@d W et al, 2007) (Tkalec et al,
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2008)ou Cu(Razinger et al, 2007)Nos résultats ont montré une augmentation sigtifie

du MDA dans toutes les plantes exposées deés |&jdartraitement.

La plus haute teneur en MDA est trouvésdas plantes traitées avec les plus grandes
concentrations de I'herbicide, la raison de laimirtion du MDA est la durée de traitement,

cela cause la nécrose centrale ou la mort, dand@MDA a généré dans la cellule.

Le dosage du taux de MDA réagissant avec I'acidab#rbiturique, au niveau des
feuilles cultivées en présence des concentratiopissantes en herbicide montre que, les
macrophytes accumulent beaucoup plus de ces substadénotant une forte peroxydation

des lipides membranaires.

Cette forte peroxydation est due a une grande dation des @, une des formes
actives de I'oxygen¢Baisak et al., 1994 ; Sairam et Srivastava, 2001).’augmentation de
la peroxydation des lipides suite a I'addition dalliéfop 36EC, traduit, une induction des
effets oxydatifs des formes active d’oxygefue et al., 2001) notre travail est en parfait
d’accord avec les travaux @Radic et al., (2009)qui ont montre une augmentation des taux

de MDA chez_emna minoren présence du Aluminium.

* Conclusion

Les résultats obtenus dans cette éheteen évidence le potentiel d'accumulation des
xénobiotiqgues dans les plantes aquatiques et lacitépde ces plantes pour survivre aux
xénobiotigues au niveau de ces macrophytes il eexifs enzymes antioxydantes qui
protégent les cellules du métabolisme du pestieidguestion, les enzymes qui jouent un role
crucial dans la désintoxication testée dans cefpereence sont la GST, APX, GPX et la

peroxydation lipidique.

L’ induction des activités enzymatiqueaitéla réponse des plantes au stress oxydatif
causeé par le traitement de I'herbicide adminisatérs que si nous avons conclu de ces faits
gue les deux plantes aquatiques utilisées dans egftériencélodea canadensist Lemna

minor sont efficaces pour I'extraction des pesticideasdas eaux usées, en les absorbant et
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en utilisant la défense des enzymes métabolis@ssdeux macrophytes ont des seuils de

tolérance différents dans le temps.
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Introduction

La photosynthése et la respiration sont deux phénesique produisent les plantes
vertes. Sous une lumiére particulierement intelasghotosynthése est le processus dominant.
Pendant la nuit, ou en I'absence de lumiere, ldogliothese cesse, et la respiration devient le
processus dominant : la plante consomme des nuitsr(pour sa croissance ou une autre

réaction métabolique).

* Les ERO : Jekyll et Hyde cellulaires ?

L’oxygene est indispensable a la vie delfules aérobies. Cependant, les espéces
réactives de I'oxygéne genérées par le métabolesiyeatif sont aussi considérées comme un
poison de [l'organisme. En effet, les ERO sont imples dans de nombreux
dysfonctionnements des organismes, et en particaéas de nombreuses pathologies
humaines. Elles sont également, en partie, resptassdu vieillissement cellulaire.

Les ERO ont longtemps été seulement coréedécomme des déchets du métabolisme
oxydatif. Toutefois, les cellules possedent de nemes enzymes capables de générer des
ERO. Au vu des effets néfastes de ces ERO et duéraiigétique pour la cellule quimpose
leur détoxication, quelles raisons peuvent explidaeprésence de nombreux systemes de
production d’'ERO ? Si la lutte contre les pathogeest une explication, elle ne suffit pas a
justifier la redondance de ces systémes enzymatidues ERO semblent donc nécessaires a

la vie des cellules aérobig®ourrut, 2008).

Le systeme antioxydant des plantes gateénent largement redondant. Des études
utilisant des mutants n’exprimant pas ou surexpmimdes molécules ou des enzymes
antioxydantes n’ont pas donné les résultats atendes plantes déficientes ne se sont pas
forcément montrées plus sensibles a des streles, giantes surexprimant des antioxydants se
sont révélées n’étre pas moins, voire plus serssildedes stress que les plantes témoins
(Smirnoff, 1998; Foyer et Noctor, 2000; Aroraet al, 2002; Edreva, 2005)Ces résultats
mettent en évidence le fait que la régulation dedaduction d’ERO par les systemes

antioxydants est beaucoup plus complexe et plesdue I'on ne le pensait. Cette régulation
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permet la transduction de signaux de stress dawslliale. La production d’ERO apparait
donc, désormais, comme un événement aussi indeiplensa la vie cellulaire que

potentiellement néfaste lorsqu’il est excessif.

* Importance physiologique des ERO et signalisationxydative

- ROles physiologiques

Contrairement aux cellules animalescligfules végétales générent de fagon continue
des ERO. En dehors des mitochondries, chloroplasteperoxysomes, des quantités
importantes d’ERO (en grande partie de,{() sont produites au niveau des parois. Cette
libération localisée de H202 répond a deux rolegredictoires. D’'une part, elle contribue a
un relachement des molécules composant la panoigitamt la croissance cellulaifiealoi et
al., 2004; Passardiet al, 2004b) D’autre part, le peroxyde d’hydrogéne, en oxydest
différents composants pariétaux, induit la formatide liaisons transversales entre ces
composants. Ces liaisons limitent I'élongation walfe en favorisant la rigidification
pariétale(Laloi et al, 2004; Passardet al, 2004b) La rigidification de la paroi secondaire,
accentuée par la présence de H202, participe gnihese de lignindWojtaszek, 1997;
Passardiet al, 2004b)

Les ERO patrticipent également a des paephysiologiques comme la fermeture des
stomategPei et al, 2000) le gravitropismgJoo et al, 2001) la subérisation des cellules
épidermiquegBernards et al, 1999; Keren-Keisermanet al, 2004) ou encore la régulation
des canaux calciques et potassididesmidchik et al, 2003)

Les organismes végétaux ne contiennent pas demgstémmunitaires, c’est-a-dire des

cellules spécialisées dans la lutte contre lesrsliveicroorganismes pathogénes. Chaque
cellule végétale est capable de se défendre par psepres moyens contre ces

microorganismes. Cette réponse cellulaire estéeisle plus connu du réle des ERO chez les
plantes. En effet, au contact de certains champgmmu bactéries, différentes enzymes
apoplastiques ou membranaires produisent une flarmkydative(Levine et al, 1994; Low

et Merida, 1996; Bartosz, 1997; Wojtaszek, 1997; lreyebartels et al, 2002) Cette

flambée contribue a détruire une partie des migamismes et entraine toute une série de
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mécanismes de signalisation permettant a la pldatanettre en place des systémes de

défense.

- Signalisation oxydative

(Foyer et Noctor, 2005a)ont proposé de réévaluer le concept de stress tikyua
distinguant la signalisation oxydative du stresydatif. En effet, la flambée oxydative
induite par différents stress modifie le statutovedaellulaire. Depuis plusieurs anneées, la
régulation redox des processus physiologiques afipgsmme étant aussi importante que la
régulation par phosphorylation/déphosphorylat{oyer et al, 2001; Arora et al, 2002;
Pastori et Foyer, 2002; Vranovaet al, 2002; Pignocchi et Foyer, 2003; Foyer et Noctor,
2005a, b; Meyer et Hell, 2005; Fedoroff, 2006; Namt, 2006; Foyer, 2007) Cette
régulation directe par les ERO, ou indirecte parcleuples redox, est le fait de I'oxydation ou
de la réduction de groupements sensibles au statlgx, au niveau des protéines, et
notamment les groupements sulfhydryles de la gystét de la méthioningMeyer et Hell,
2005) Ce mécanisme de réduction/oxydation agit comme umterrupteur » de l'activité de
nombreuses enzymes intervenant notamment dansdasréents de signalisation (protéines

kinases) et dans le contrdle du cycle cellulaire.

Les ERO et le statut redox participeimisia par I'intermédiaire de cette regulation
redox ou par d’autres mécanismes, a l'activatiomal®breuses cascades de transduction du
signal (protéines kinases, signalisation calciqle).statut redox est considéré comme un
véritable senseur de I'état physiologique de ldut®l toute flambée oxydative étant la
conséquence indirecte d'un stress. La redondarnesygtemes de production d’ERO et des
systemes de détoxication permet une régulation @inesignal transmis et une réponse
appropriée de la cellule. Ainsi, méme s'il exisesdnécanismes de réponses communs, il
apparait que les voies de signalisation ne sontgragéees de la méme facon en fonction du
type de stress. En effet, les cellules ne répongast d’'une facon identique a un stress
biotique ou abiotigue. Les mécanismes de régulatidférentiels sont toutefois trés
complexes, et il existe de nombreuses interconnexientre les différentes voies de

signalisation(Pourrut ,2008)
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* Le stress oxydatif

Le stress oxydatif (ou oxydant) a éténiig@ar Sies (1997) comme une perturbation de
la balance entre les prooxydants et les antioxgdam faveur des premiers, conduisant a des
dommages potentiels (Figure 39). Le stress oxydatifa conséquence de :

- la diminution du niveau des antioxydants et/ou

- 'augmentation de la production d’'ERO

Miveau
physiologigue
Stress oxydatif d'ERO  Mangue d'ERO

< aes——  S———r.

Antioxydants

> —

APX | GR / " Glutathion
IR achcal hydroxyle Catalase i Ascorbate
- -
an!‘?ﬂx._ Caroténoides
S00

Paraxyde d'hydrogoene

Cxygene singulst

Figure 39: Schématisation de la balance entre IERO et les antioxydants.
(Pourrut, 2008)

- Conséguences

Lorsque la quantité d’ERO générée depales capacités antioxydantes de
I'organisme, la toxicité des ERO s’exprime par @enbreux aspects, et en particulier par la

perturbation de nombreux processus physiologiquesne la photosyntheg&ies, 1997;
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Smirnoff, 1998; Datet al, 2000; Inze et Montagu, 2001; Aroreet al, 2002; Langebartels
et al, 2002) Cette toxicité s’explique par la réactivité ddRE en particulier celle de.OH,

envers les macromolécules biologiques.

« Altérations de la structure des protéines

Les protéines sont particulierement sgdes a I'action des ERO. Plusieurs
meécanismes directs ou indirects de modificatiomg sonnus(Stadtman et Levine, 2000;
Favier, 2003).

Les protéines les plus touchées somecelbomportant un groupement sulphydryle (-
SH), comme c’est le cas pour de nombreuses enzghmstéines de transpd&tadtman et
Levine, 2000) Le peroxyde d’hydrogéne, mais surtout le radiogdroxyle sont capables
d’oxyder ces groupements, conduisant a l'inactoratie certaines enzymes. En particulier, la
présence de radicaux hydroxyles est a l'originedégradations irréversibles des protéines,
par la formation de groupements carbonyles sundé@ne latérale de certains acides aminés.
Ainsi, I'histidine, I'arginine, la lysine ou encola proline sont des cibles privilégiées de ce
processus d’altération oxydati&Stadtman et Levine, 2000; Wonget al, 2008) De
nombreux autres acides aminés sont également sildespl’étre oxydés par les ERO
(Figure 02).

HO" H202 HO® ONOOH HO® HOY HO" HO"

R R

NEZ HI

Vi H
“FI2 1 H2 l:[l]
. ' .
e
CHY CH?  su er . i
“FIE \ / I “H2 ~EI2
. [ | .
H2 CH2 "H2 l"”
l.lhl...ﬁll.l‘ll.l'.l-J----L-llll senbhummm

H '\[]"'
ﬁz o CHS @ ||2|1|’
im N/ “ i HO

H2 C=0H nlz L'“? CH2 ‘"3

Figure 40 : Nature de quelgues modifications des elines latérales d’acides aminés des
Protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003)
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Le stress oxydatif induit des cassuoeisconduit a la formation de réticulation, avec
notamment la formation de ponts bi-tyrosifreaisse, 1993) Les protéines oxydées perdent
leurs propriétés biologiques, et sont beaucoup peissibles a I'action des protéases
(Stadtman et Levine, 200Q)L’anion superoxyde a également la capacité dgireaec les
centres Fer-Soufre de certaines protéines, entriai@aelargage de fer dans le milieu. Cette
action a une double conséquence, puisqu’elle idGhaictivation de la protéine hémique ainsi
gue la formation potentielle de nouveaux radicaytebixyles, via la réaction d’Haber-

Weiss. Enfin, les ERO induisent des modificatiordirectes des protéines via la formation
d’adduits par des aldéhydes dérivant de la perdigmdes lipidegLynch et al, 2001)

* Production d’'ERO lors des principaux processus métaoliques

- Les chloroplastes et I'appareil photosynthétique

Les cellules chlorophylliennes, du fait de leurdaration d’'G au cours du processus
photosynthétique, sont particulierement exposéasg&nération d’'ERO. Le chloroplaste est
souvent considéré comme étant la principale souwldRO chez les organismes
photosynthétiquefEdreva, 2005 ; Asada, 2006)

Le processus photosynthétique est a 'originead®imation directe d’19et de Q~
et indirecte de kD, (par dismutation de I'©) et d*OH. Il y a encore peu de temps, le
photosystemel (PSI) était considéré comme la sopriceipale des ERO chloroplastiques.
Dans des conditions physiologiques normales, e dli¢lectrons du PSI est dirigé vers le
NADP qui est réduit en NADPH par la ferrédoxine NRBEductase (FNR).

Lors d'un stress (par exemple, une luminosité troportante), la chaine d’électrons
peut se saturer. Une partie du flux d’électronst @¢ne alors dérivée par la ferrédoxine vers
'oxygene. Cette réaction est connue sous le nonmrédetion de Mehler. En plus de la
ferrédoxine, d'autres accepteurs d'électrons du MPBksedent un potentiel redox
suffisamment négatif pour réduire le dioxygéne eiora superoxydéMehler, 1951; Asada
et al.,1994)

Le PSII est également un site de génération dg(@eland et Grace, 1999; Dagt
al., 2000) Les quinones A et B du PSII seraient impliquéassdla perte d’électrons
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conduisant a la réduction de pOCertains auteurs ont méme suggéré que la producti
chloroplastique d’anions superoxydes serait maoeiment le fait de cette perte d’électrons
du PSII, en particulier au niveau des quinondZliang et al.,2003) La chlorophylle a (Chl
a) du PSII possede également la capacité de tréimsrdeectement un électron a I'oxygene,
en cas de saturation de la C{Hippeli et al, 1999) Cette réaction dite photodynamique de
classe | est caractérisée par les réactions sewant

Chla + lumiere— Chla* (Chl a excitée)

Chla* — ,Chl a (séparation des charges)

Chla + O, — .Chla+ O,”

Une fois produits, les ions;Opeuvent se retrouver dans le lumen ou ils se peoto
pour former des H® susceptibles d'initier une peroxydation lipidiquees anions
superoxydes sont aussi produits dans le stromdsaomnt rapidement pris en charge par la

superoxyde dismutase (SOD), responsable de lennutigion en HO, (Foyer et al.,1994)

La saturation de la CTE peut également condui@hlaa du PSII a interagir avec le
dioxygene, via une réaction photodynamique de eléissnduisant a la formation d’1Cet
non d'Gy” (Niyogi, 1999) Dans ce cas, la Chl a excitée ne trouve pas efaeuar d’électrons
et perd progressivement de son excitation par dégagkments de chaleur et un
réarrangement des électrons sur sa couche orbitédene. Ce réarrangement fait passer la
Chl ade I'état singulet a triplet, le tout accompagh#nd inversion de spins. L@hl a sous
forme triplet, peut alors transmettre une partiesde énergie a une molécule de dioxygéne

dont la couche externe d’électrons se réorganiseuisant a la formation d’oxygene singulet

Chl+ lumiere— Chla*
ChF (singulet)}—» Chla* (triplet)
Clai* (triplet) + @ — Chla (singulet) + 1Q

- Les mitochondries et la chaine respiratoire

De la méme maniére que chez les autres organisBrebies, les mitochondries
constituent une source importante d’ERO chez lastps. Néanmoins, chez ces dernieres, la
part de la production d’'ERO due aux mitochondriest, variable en fonction de I'organe

considéreé et des conditions du milieu (en parieulensoleillement). Ainsi, elles constituent
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la source principale dERO dans les cellules ndofdphylliennes, alors qu’elles ne
représentent qu’une faible part dans les celluldsraphylliennes exposées a la lumiere
(Foyer et Noctor, 2003)

Les mitochondries des veégétaux different de lewwmdlogues animales par une
chaine de transport d'électrons différentes, et fdestions supplémentaires comme la
participation au cycle de la photorespirat{dloctor et al, 2007) De plus, les mitochondries
des cellules photosynthétiques évoluent dans umagmement particulier, riche en oxygene

et en carbohydrates.

Dans des conditions physiologiques normales, env2o% du dioxygéne total
consommeé par la mitochondrie est transformé en ER®eris et Chance, 1973)De la
méme facon que pour la CTE des chloroplastes, gfessaturation de la CTE mitochondriale
qui semble étre la cause des pertes d'électrons K@p. Les composés intermédiaires
radicalaires d’ubi semi quinones, formés par laucédn du pool d’'ubiquinones par les
complexes | et lll de la CTE, seraient les prinaypalonneurs d’électrons au dioxygene
(Moller, 2001; Rhoadset al, 2006)

La production dERO a proximité des CTE peut généles dégats membranaires,
induisant une diminution accrue de l'efficience ldeCTE et une perte plus importante
d’électrons. La résultante est une augmentatioradgenération d’ERO diminuant d’autant

plus I'efficience de la CTE.

* La photorespiration

La photorespiration est un processus vital pourplesites. Bien qu’il apparaisse
comme un mécanisme codteux en énergie et peu lentad mécanisme physiologique
remplit le réle de « soupape de sécurité » du @ysteme, en évitant la saturation de la CTE

chloroplastiqué€Wingler et al, 2000)

La photorespiration est un processus complexetrdlos bien les échanges de
métabolites entre les différents composants céldda En effet, il impligue des réactions
meétaboliques dans le chloroplaste, la mitochonelrle peroxysom@-oyer et al, 2001)
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La réaction de transamination du glycolate, efféetdans le peroxysome, conduit a la
formation de glyoxylate et d'#D, (Wingler et al.,2000; Nyathi et Baker, 2006)

1. Objectif du travall

L'objectif de ce chapitre est d'étudies effets du Calliofop 36EC sur le
métabolisme énergétiquela respiration cellulaire, et la photosynthese chez les deux
plantes aquatique en questidBlodea canadensis et Lemna mimor présence de I'herbicide
Calliofop 36EC

2. Résultats

Dans cette partie nous avons présest@riacipaux résultats obtenus concernant
les essais réalisés au laboratoire sur le métabeli€nergétique : respiration et
photosynthese chezlodea canadensist Lemna minor exposées au Calliofop 36EC a
deux durées de traitement 3, 7, 14 et 21 jours.

Effets du Calliofop 36 EC sur le métabolisme resptoire exprimé en (n mol/gr de PF)

2.1 Activité photosynthétique

2.1.1 Elodea canadensis

3jours

L’évolution du métabolisme photosynitygé des feuilles’Elodea canadensiaprés
3 jours de traitement par la molécule herbiciddi@fap 36EC est présentée dans la figure
(41) , cette figure montre qu'apres 3 jours d'extms des feuilles au xénobiotique en
guestion on remarque une augmentation de l'actplitétosynthétigue dans le temps de sa
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mesure (de 0 a 5 minutes), et une diminution deelfisité de I'activité de la photosynthese

comparativement au témoin .

=0—Témoin =—ll—=D1 D2 =<=D3

350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

ACTIVITE PHOTOSYNTETIQUE
(n mol/gr de PF)

TEMPS PAR MINUTE

Figure 41 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activié photosynthétique des feuilles
de Elodea Canadensign mol/gr de MF) .

7jours

La figure (42), représente I'évolutiom mhétabolisme photosynthétique des feuilles de
Elodea canadensiapres 7 jours de traitement par le Calliofop 36E€tfe figure met en
evidence une perturbation du métabolisme photoéyinie des feuilles deElodea
canadensisuite a la contamination par I'herbicide en questicette perturbation se traduit
par une inhibition de la photosynthése a partir dieses élevées du Calliofop 36EC, et cette

perturbation est notée pondant les 5 minutes a@elli&on de I'activité photosynthétique.
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Figure 42: Effets du Calliofop 36EC sur I'activi$é photosynthétique des feuilles de
I'Elodea Canadensign mol/gr de MF)

14 jours

La figure (43), illustre les effets @alliofop 36EC sur I'évolution du métabolisme
photosynthétique des feuilld&Elodea canadensiapres 14 jours de traitement, on remarque
une forte perturbation de l'activité photosynthaécet ceci est noté dés la premiére dose D1
de traitement, cette perturbation est traduit pe diminution remarquable du taux de la
photosynthése des traités par apport au témoinwuchez la D3 en contact des feuilles de
Elodea canadensis.
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Figure 43 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activié photosynthétique des feuilles de
Elodea Canadensign mol/gr de MF)

21jours

La figure (44), met en évidence les effetu Calliofop 36EC sur I'activité
photosynthétique des feuilles Béodea canadensigpres 21 jours de traitemenette figure
montre que les feuilles de la plante aquatiquessé® sous I'effet de I'herbicide subit une
perturbation du métabolisme photosynthétique ttagar une légere augmentation de la
photosyntheése chez la premiére dose D1, et unendiibh chez la deuxiéeme et troisieme
dose (D2, D3) par apport au témaoin.
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Figure 44 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activié photosynthétique des feuilles de
Elodea Canadensign mol / gr de MF)

3.1.2 Lemna minor
3jours

L’évolution du métabolisme photosynihéé des feuilles deemna minor aprées 3
jours de traitement par la molécule herbicide Gfdjp 36EC est présentée dans la figure
(45), cette figure montre une perturbation de Réigt photosynthétique des feuilles de la
lentille d’eau, ceci est traduit par une diminutdes traités par apport au témoin concernant
le taux du métabolisme photosynthétique, on nossiaune Iégére augmentation de la D2

comparativement aux doses au 1 et 3 ou le taurfésieure par apport au témoin.
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Figure 45 : Effet du Calliofop 36EC sur l'activité photosynthétique des feuilles de
Lemna minor(n mol/gr de MF)

7jours

La figure (46) , montre les effets dalldfop 36EC sur I'activité photosynthétique
des feuilles de la lentille d’eduemna minor aprés 7 jour de traitement, cette figure met en
évidence une diminution du taux du métabolisme @hotthétique des feuilles traités par
apport au feuilles témoins, la baisse de la photb&ge est noté dés la premiere dose D1 du
produit , quoiqu’on note que le taux de I'activitiéotosynthétique est plus élevée chez la D2

par apport a D1 et D3.
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Figure 46 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activieé photosynthétique des feuilles de
Lemna minor(n mol / gr de MF)
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14jours

La figure (47), illustre les effets dullitdop 36EC sur les feuilles de la lentille d’eau
Lemna minor aprés 14 jours d’exposition a I'herbicide, cettgufe met en évidence une
perturbation de la photosynthése qui ce traduit pae diminution du métabolisme
photosynthétique par apport au témoin chez ledldsutiraitées par la dose D1, et une

augmentation par apport au témoin chez les feuiléa®es par les doses D2 et D3.
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Figure 47: Effets du Calliofop 36EC sur I'activité photosynthétique des feuilles de
Lemna minor(n mol/gr de MF)

21jours

La figure (48), montre les effets dulidébp 36EC sur les feuilles de la lentille d'eau
Lemna minor apres 21 jours de traitement , on remarque une aoigtion du taux de la
photosynthese par apport au témoin chez les feudiemna minortraitées par la dose D1,
et une diminution de la photosynthese par appotemwin chez les feuilles traitées par les
doses D2 et D3.
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Figure 48 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activieé photosynthétique des feuilles de
Lemna minor(n mol/gr de MF)

3.2 Activité respiratoire

3.2.1 Elodea canadensis

3jours

L’évolution du métabolisme respiratoites feuilles de la plantes aquatidtiedea
canadensis aprés 3 jours de traitement par la molécule hatbidCalliofop 36EC est
présentée dans la figure (49) , celle-ci met erdendée une baisse remarquable de la
respiration chez les feuilles traitées par apportémoin, cette diminution du métabolisme
respiratoire est dose dépendante, c'est-a-dire gluaugmente la dose du Calliofop 36EC

chez les feuilles traitées et plus I’ inhibitioa k& respiration augmente.
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Figure 49 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activi#é respiratoire des feuilles deElodea
Canadensign mol/gr de MF)

7jours

La figure (50), montre les effets dulidtop 36EC sur le métabolisme respiratoire des
feuilles deElodea canadensigprés 7 jours de traitement, cette figure met edeéce une
diminution de la respiration des feuilles de Matigp exposée au différentes doses de
I'herbicide, la diminution de la respiration estséadépendante par apport au feuilles témoin,
chez les doses traitées D1, D2 et D3.
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Figure 50: Effets du Calliofop 36EC sur 'activité respiratoire des feuilles de Elodea
canadensign mol/gr de MF)
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14jours

La figure (51), illustre les effeta €alliofop 36EC sur le métabolisme respiratoire
des feuilles deElodea canadensisgprés 14 jours de traitement, cette figure indigne
perturbation dans la respiration des feuilles éesitpar rapport au témoin, cette perturbation
se traduit par une augmentation du taux du méwahelirespiratoire chez les feuilles traitées
par les deux premieres doses D1 et D2 par appotémoin, et une diminution de la

respiration chez les feuilles traitées par la da3e
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Figure 51 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activieé respiratoire des feuilles deElodea
canadensign mol/gr de MF)

21jours

L’évolution du métabolisme respiratofoliaire deElodea canadensiapres 21 jours
de traitementest indiquée dans la figure (52), cette figure eregvidence une inhibition de
la respiration chez les feuilles traitées par ldiidap 36EC par apport au témoin, cette
inhibition se traduit par une diminution dose détmrte de la respiration, sous I' effet de
I'herbicide en question et ceci est visible dégriemiere dose D1 du Calliofop 36EC.
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Figure 52 : Effets du Calliofop 36EC sur I'activie respiratoire des feuilles deElodea
canadensign mol/gr de MF)

3.2.2 Lemna minor

3jours

La figure (53) illustre les effets €alliofop 36EC sur le métabolisme respiratoire
des feuilles de la lentille d’eauemna minoraprés 3 jours de traitement , on note une
perturbation de la respiration des feuilles trat@ar apport au témoin, cette figure met en
évidence une baisse de la consommation gsuite a I'exposition au xénobiotique , la baisse

de la respiration notée est remarquée en foncesrddses croissantes de I'herbicide utilisé.
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Figure 53 : Effets du Calliofop 36EC sur I'activié respiratoire des feuilles dd_emna
minor (n mol/gr de MF)

7jours

La figure (54), montre les effets @alliofop 36EC sur le métabolisme respiratoire
des feuilles de la lentille d’ediemna minorpres 7 jours de traitement, cette figure met en
évidence une perturbation du métabolisme respieatdes feuilles traitées par apport au
feuilles témoin, cette perturbation se traduit pae diminution par apport au témoin de la
respiration des feuilles exposées a la premiéree dd% du Calliofop 36EC, et une
augmentation de la respiration par apport au térolo@z les feuilles traitées avec les doses 2
et 3.
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Figure 54 : Effets du Calliofop 36EC sur l'activi#é respiratoire des feuilles dd.emna
minor (n mol/gr de MF)

14jours

La figure (55), montre les effets dul@&bp 36EC sur le métabolisme respiratoire des
feuilles de la lentille d’eaul.emna minorapres 14 jours de traitement, on note une
perturbation de la respiration des feuilles tratpar apport au témoin, cette perturbation de la
consommation en £re traduit par une augmentation des doses D1 et D2e diminution de
la derniére dose D3 de I'herbicide Calliofop 36EC.
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Figure 55 : Effets du Calliofop 36EC sur I'activiié respiratoire des feuilles dd_emna
minor (n mol/gr de MF)
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21jours

L’évolution du métabolisme respiiegodes feuilles de la lentille d’editemna
minor aprés 21 jours de traitement par le Calliofop 3@&sCindiquée dans la figure 56, on
remarque une inhibition de la respiration chezfeaslles traitées par rapport aux feuilles
témoins, car la respiration a diminué sous l'actien’herbicide et ceci dés la premiere dose
D1, on note aussi une légére augmentation desparagion chez les feuilles traitées par la D3
par rapport aux feuilles traitées par les doseDID2, cependant cette augmentation reste

inférieurs a la consommation en €nregistrée chez les feuilles témoins.
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Figure 56 : Effets du Calliofop 36EC sur I'activié respiratoire des feuilles de_emna
minor (n mol/gr de MF)

* Discussion

L’ensemble des résultats obtenus dans cette partitde travail montre que le
traitement des feuilles delodea canadensis et Lemna mipar I'herbicide Calliofop 36EC,
perturbe fortement I'activité respiratoire. Catthibition serait d’'une part due a la présence
des ERO qui sont connus comme élément perturbateussi bien du métabolisme

respiratoire que de la photosynthélsss et al, 2003 ; kuciel et Mazurkiewicz, 2004)
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L’activité respiratoire est légéremstimulée lors du traitement d&emna minor
avec la premiére concentration de 35ug. Le tradtd avec les plus fortesoncentrations
(70 pg, 140 pg) conduit a une diminution progressig la respiration chez les deux plantes.
Ce résultat semble appuyer I'hypothése suivargs plantes exposées au stress meétallique
indiqueraient une légere augmentation de la frécpieespiratoire, comparativement aux
témoins. Cependant, la consommation dddninue sous stress métallique séveére, tout en
indiguant des dommages métabolig(lesesch et Kohl, 1999)Aussi nos résultats vont dans
le méme sens que ceux Beuchlaghem et al ., (2011) ,qui explique l'inhibition de la
respiration, d eaux effets de la poussiere m@tadli sur les mousses et les lichens par la
perturbation de la phosphorylation oxydative mitmufiriale. Cette perturbation serait
expliguée en partie par linterférence de certamétaux lourds dans les activités
enzymatiques et respiratoires par consequent, Blamsécanisme de phosphorylation de
I'ADP en I'ATP par I'ATPase.

Les métaux lourds sont signalés pour influenceréigsanges gazeux respiratoires.
Nos résultats concordent aussi avec ceukedsa et al .,( 2009)sur la tolérance du nickel
chezElodea canadensig| a été noté que l'impact de la respiration danguantité totale
d’échange d'oxygene a été légerement améliorées dpréraitement dézlodea avec une
concentration en Ni de I'ordre de 1 ml. Le traiteinavec des concentrations plus élevees de

Ni conduit a une diminution progressive du tauxekpiration.

Le métabolisme photosynthétiqgue suit degtdlations en fonction des différentes
concentrations de [I'herbicide. A de faibles coniins du Calliofop 36EC, la
photosynthese reste active mais toujours inféaecelle du contréle, contrairement aux fortes
concentrations ou elle est inhibée. Nos résuliaiat dans le méme sens avec ceux obtenus

parlisrar et al,( 2006)

Il est connu que les photosynthétedssf ont une influence bien plus nette sur le
métabolisme énergétique que les photosynthétatésdeve ainsi les fluctuations observées
dans notre travail pourraient s’expliquer par déwypothéses : Soit le pesticide affecte un
composé lumiere-dépendant relié a la photosyntresie, I'un des photosynthétats frais
jouerait un réle dans la tolérance des plants atiqide et confére ainsi a la lumiére une

protection relativelsrar etal., 2006)
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Les ROS généré pourraient agir sur éeganites subcellulaires tels que les
mitochondries et chloroplastes en inhibant la raspin et la photosynthése de ces mémes
systemes. Cette inhibition serrait la conséquerine découplage de la phosphorylation
oxydative chez les mitochondries et photo peroxgdaties lipides membranaires chez les
chloroplastes. Sbartai , 2008).

*« Conclusion

La présence de I'herbicide dans le protoplasomduit a des perturbations dans la
balance ionique, au niveau des enzymes des mensbegtnautres macromolécules. Ces
perturbations entrainent une faible production éf§ie par la phosphorylation et la photo-
respiration, et un déreglement de nombreuses wvuiEsboliqgues. Si la concentration en
Calliofop 36EC excede le niveau de tolérance dest@s aquatiques, des perturbations

fonctionnelles apparaissent au niveau de la photbége.
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Conclusion générale

Les pollutions diffuses d’origine agricole, duesx goroduits phytosanitaires, sont
souvent mises en cause dans la pollution des eaugudace et des eaux souterraines.
Certains procédés d’épuration extensive des eagesysitilisent deplantes aquatiques. Les
rejets des eaux usées sont de plus en plus sujdes gollutions de natures diverses,
notamment les pesticides. Dans cette recherches nauons procéde a une évaluation
comparée de la tolérance et de I'accumulation dierbicide Calliofop 36EC, sur deux
especes de plantes d’eau doulzelentille d’eauLemna minoret 'Elodea CanadensisCes
macrophytes se distinguent par leur réle de fitiraet d’épuration hydrique, leurs capacités
d’épuration leur permettent de filtrer les eaugass de par leur systéme racinaire important,

possédant une grande faculté d’absorber les xétpies.

Les résultats des expériences relatives a I'étadeetfets du Calliofop 36EC sur les
deux plantes aquatiqu&dodea canadensist Lemna minor permettent de tirer un certains

nombre de conclusions.

Les résultats de notre étude concernant les pamsnbiométriques, montre une
diminution de la longueur moyenne des feuilles HR)Met la longueur moyenne des tiges
(LMT) et une baisse du ratio (MF/MS) cheElodea canadensis et une inhibition de la
longueur moyennes des racine (LMR) accompagnéergaréduction du ratio (MF/MS) chez

la lentille d’eau_emna minorges effets toxiques observés sont dose dépendants.

En ce qui concerne I'étude des parameétres physipleg et biochimiques, les
résultats obtenus dans notre étude mettent ennaaden effet toxique du Calliofop 36EC
chez les deux espécdsemna minoret Elodéa canadensisces résultats prouvent bien la
présence d’'un stress oxydant en réponse a I'adetiorude I'herbicide au niveau des tissus
des deux Macrophytes. Ce stress se traduit paraugenentation des protéines totales,
accumulation des sucres totaux dans les tissusrttrpation de leurs teneurs dans le temps,
une stimulation de la teneur en proline, et un gié¢iére dans les taux des chlorophylles (

b, a+b) ainsi qu'une diminution des taux de chlorophytepar moment leur augmentation

chez Elodea Canadensis

141




Conclusion générale

En ce qui concerne I'étude des biomarqudes résultats obtenus dans cette partie met en
évidence le potentiel d'accumulation des xénohietigdans les plantes aquatiques et la
capacité de ces plantes pour survivre aux xénagjiesi dans ces macrophytes il existe des
enzymes antioxydantes qui protégent les celluleméiabolisme du pesticide en question, on
a noté une augmentation des activités enzymatigges CAT, GPX, GST et une diminution
du GSH, et une augmentation du taux de MDA et estinoté chez les deux plantes
aquatiqueElodea canadensistLemna minor.

Et enfin concernant les paramétres métaboliques, airséa resspiration et la
photosynthese, il apparait clairement qu’elles doéd affectées en présence du Calliofop
36EC. Cet endommagement se traduit par une petimmbantrainant une faible production
d’énergie par la phosphorylation et la photo-regpon, et un déreglement de nombreuses
voies métaboliques. Si la concentration en Calid86EC excede le niveau de tolérance des
plantes aquatiques, des perturbations fonctiomeligparaissent au niveau de la

photosynthese.
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Per spectives

Plusieurs points importants restent a préciser.

» |l serait en effet intéressant de compléter cesltgts par une étude histologique afin
d’observer les Iésions engendrées par le strestaoky

» Un axe important pourrait faire 'objet de la dgixicité

» Suivre le cheminement de la molécule toxique ahkée cellulaire et donc localiser les
ROS mitochondriaux, cytoplasmiques...

» Identifier les parametres physico chimiques des @awifiees par les macrophytes.
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