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Résumé

Notre travail vise a évaluer I'impact de deux xénobiotiques cadmium et zinc sur une
plante aquatique « Elodea canadensis ». Nous nous sommes intéressé€s a évaluer la toxicité
de ces xénobiotiques sur les aspects biométriques, biochimiques, enzymatiques, et le
métabolisme énergétique (respiration et photosynthése).

A cet effet, des plantes d’¢lodée « Elodea canadensis » repiquées dans une solution
nutritive subissent un traitement par des concentrations croissantes de chlorure de cadmium et
de zinc (10,20, 40. 80 et 160uM) séparément pendant 07 et 14 jours.

Les résultats obtenus montrent que la croissance pondérale est affectée par la présence des
deux polluants (Cd et Zn).

Parallélement, on observe une augmentation du taux des protéines ainsi que de la quantité
de proline pour les deux traitements ; 1’activit¢ enzymatique CAT présente des fluctuations
assez importantes pour les deux xénobiotiques ou on remarque une induction pour les faibles
concentrations (10uM et 20uM) et une inhibition aux concentrations élevées (40uM, 80uM
etl60uM) apreés 7 et 14 jours d’application. Une inhibition totale du taux de GSH pour les
plantes traitées avec le cadmium durant 7et 14 jours, contrairement aux plantes traitées avec le
zinc, on a enregistré une augmentation de ce taux (GSH) apres 7 jours de traitement et une
inhibition totale de cette derniére apres 14 jours de traitement.

On a noté aussi, une augmentation des activités enzymatiques APX, GST avec les faibles
concentrations du cadmium et zinc et une diminution de ces activités avec les plus fortes
doses. Enfin concernant les paramétres métaboliques, a savoir la respiration et la

photosyntheése, il apparait clairement qu’elles sont tres affectées en présence du Cd et Zn.

Mots-clés: Cd, Zn, Croissance pondérale, Chlorophylles, Proline, Stress oxydant, Elodea

canadensis, Respiration, Photosynthése.



Abstract

Our work aims to assess the impact of two xenobiotics cadmium and zinc on an aquatic
plant "Elodea canadensis". We are interested in evaluating the toxicity of these xenobiotics on
the biometric, biochemical, enzymatic aspects and the energy metabolism (respiration and

photosynthesis).

For this purpose, plants of elodea "Elodea canadensis" transplanted in a nutrient solution
are treated with increasing concentrations of cadmium chloride and zinc chloride (10, 20, 40,

80 and 160 uM) separately for 7 and 14 days.

The results obtained show that weight growth is affected by the presence of the two
pollutants (Cd and Zn).

At the same time an increase in the level of proteins as well as the amount of proline for
both treatments ; the CAT enzyme activity exhibits quite significant fluctuations for the two
xenobiotics where induction is observed at low concentrations (10 uM and 20 uM) and an
inhibition at high concentrations (40 uM, 80 uM and 160 uM) after 7 and 14 days of
application. Total inhibition of GSH level for plants treated with cadmium for 7 and 14 days,
unlike plants treated with zinc, an increase in this rate (GSH) was observed after 7 days of

treatment and total inhibition of te latter after 14 days of treatment.

There was also an increase in APX, GST enzymatic activities with low concentrations of
cadmium and zinc and a decrease in these activities with the highest concentrations. Finally,
regarding the metabolic parameters, namely respiration and photosynthesis, it is clear that

they are highly affected in the presence of Cd and Zn.

Keywords: Cd, Zn, Weight growth, Chlorophylls, Proline, Oxidative stress, Elodea

canadensis, Respiration, Photosynthesis.
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Préambule :

La pollution de I’environnement par les substances toxiques telles que les métaux lourds, les
composés organochlorés (PCB, pesticides chlorés) et les hydrocarbures polyaromatiques
(HAP), est un probléme qui touche tous les pays du monde. Les effets de la pollution sur les
¢cosystémes et sur la santé humaine peuvent parfois se faire sentir trés loin de la source de
pollution (Johnson, 2008). Les métaux lourds sont présents dans le milieu marin de fagon
naturelle et certains sont méme essentiels au bon fonctionnement de nombreux processus

biologiques.

Cependant, de trop grandes concentrations de ces métaux, principalement dits non-
essentiels, peuvent s’avérer toxiques pour les organismes aquatiques (Daby, 2006). Les
activités anthropiques sont autant de sources qui contribuent a [’augmentation des
concentrations de métaux lourds dans le milieu marin et surtout en zone coéticre (Kaiser,
2004). En effet, les concentrations corporelles en contaminants peuvent étre utilisées pour en
¢valuer leur absorption par les organismes vivants et 1’augmentation de la concentration d’un
polluant depuis I’environnement vers 1’organisme (bioaccumulation) ou certains tissus vont
avoir un role prépondérant, en séquestrant de facon préférentielle le polluant. Les métaux
lourds s’accumulent dans les organismes et tout au long de la chaine alimentaire a des
concentrations causant de profonds bouleversements dans la diversité et la structure des
communautés biologiques (Boening, 1999). C’est pourquoi, 1’évaluation des quantités de
métaux lourds présents dans les écosystémes et dans les organismes est une préoccupation

majeure des chercheurs en écotoxicologie (Huang et al., 2007).

Toutefois, I’étude de la bioaccumulation des métaux lourds au niveau des organismes
exposés constitue un moyen important pour I’évaluation de la pollution métallique (Lagadic et
al., 1997). L’accumulation des métaux chez les organismes est souvent un meilleur indicateur
de la toxicité de ces composés par rapport a la détermination de leur concentration dans le
milieu méme, car les variations de leur biodisponibilité sont obligatoirement prises en compte

(Connell et al., 1999 ; Borgmann, 2000).



Avec I’essor industriel, agricole et urbain des pays développés, les polluants issus des
activités anthropiques exercent une pression croissante sur I’environnement, et notamment sur

les écosystemes marins (Smolders et al., 2003 ; Rao et al., 2007 ; D’adamo et al., 2008).

Les contaminants rejetés dans 1’environnement finissent par se retrouver plus ou moins
rapidement dans les milieux aquatiques, en particulier estuariens et cotiers, ou ils peuvent
avoir des effets a court et a long terme (Burton, 1992). Ils altérent les communautés et
affectent les organismes qui les composent (Boening, 1999; Viaroli et al., 2005; Warwick,

2005).

Les écosystémes aquatiques représentent d’importants réservoirs de polluants qui se
répartissent au niveau des différents compartiments (eau, substrat et organismes) (Aarab,
2004). Les substances toxiques peuvent exercer leurs effets négatifs méme a de trés faibles
concentrations et présenter souvent une grande variabilité a se concentrer, ce qui complique
I’évaluation des quantités rejetées et leurs impacts sur les écosystémes. Pour ces raisons, un
grand nombre d’intervenants du milieu marin (scientifiques, gestionnaires, agences
gouvernementales) s’intéressent au développement de différents moyens permettant de
mesurer les effets de la pollution urbaine, industrielle et agricole sur les écosystémes marins

(Burger, 2006).



CHAPITRE I Introduction Générale

1. Métaux lourds : Généralités

Le terme « métaux lourds » désigne les éléments métalliques naturels, métaux ou
dans certains cas métalloides (environ 65 éléments), caractérisés par une forte masse

volumique supérieure a 5 g/cm’ (Adriano, 2001).

Chez les végétaux, certains métaux lourds sont indispensables aux processus
physiologiques majeurs, en particulier a la respiration, la photosynthése ou
I’assimilation des macronutriments (Cu, Zn, Ni, Fe, Co) (Kabata-Pendias et Pendias,

2001).

Par définition, les éléments traces sont « les éléments minéraux constituants de la
crolite terrestre dont la concentration pour chacun d’entre eux est inférieure a 0,1% »
tels que le chrome, le nickel, le zinc, le cuivre, le plomb ou le cadmium. A ’inverse, les
¢léments dits majeurs interviennent pour 99,4% dans le total des éléments chimiques sur

Terre et regroupent, entre autres, le fer et le manganese (Viard, 2004).

Apres cette premiere classification, il est nécessaire de distinguer :

> Les oligo-¢léments ou Métaux Essentiels, indispensables au fonctionnement des
organismes biologiques, tels que le cuivre, le fer, le manganese, le nickel, le zinc et le
chrome. Toutefois, présents a des concentrations excessives, ils deviennent toxiques

pour les organismes.

> Les ¢léments a caractére non indispensable, ¢galement toxiques quand leurs
concentrations dépassent certains seuils tels que : le cadmium, I’arsenic et le mercure

(Viard, 2004).

Les ¢léments traces métalliques (ETM) sont présents a différents niveaux de la
crolte terrestre. Les concentrations moyennes d’ETM rencontrées dans les sols se
trouvent dans une gamme allant de moins de 0,01 a plus de 1 500 mg par kg de sol mais
peuvent dépasser 50 a 70 g dans les sols métalliferes (Alloway, 1995 reporté par
Gardea-Torresdey et al., 2005).
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Ces quantités sont variables selon le type de métal comme indiqué dans le tableau

01. II en résulte des concentrations variables dans les plantes qualifiées de sensibles.

Tableau 01 : Concentrations moyennes de quelques ETM dans les sols et les plantes en mg / kg

(Gardea-Torresdey et al., 2005).

. Concentration dans Concentration dans les
. Concentration dans les
Meétal L Ty les sols plantes (sols non
sols non métalliféres L vrees Y reem
métalliféres métalliféres)

Cadmium 0,01-2 10-320 0,1-3
Chrome 5-1500 50 - 8450 0,2-5
Cuivre 2-250 52 — 50900 5-25

Mercure 0,01-0,5 100 - 400 0,1-9,5
Nickel 2-750 20-11250 1-10
Plomb 2-300 3850 - 49900 0,1-5
Zinc 1-900 110 - 70450 2-400

Les ¢léments métalliques dans les sols ont deux origines. La premiére, naturelle, est
constituée de I’héritage de la composition chimique initiale, qui a par la suite été plus ou
moins modifiée, suite a 1’altération de la roche mére. En effet, un sol formé sur une
roche riche en un ¢élément donné sera obligatoirement riche en cet élément. Les
¢léments métalliques issus de cet héritage constituent le fond pédogéochimique, qui
correspond aux teneurs en ¢éléments, résultant de phénomenes géologiques et
pédogénétiques (différenciation d’horizons) en 1’absence de toutes contaminations liées

a I’activité humaine (Baize, 1997).

La seconde source de présence d’ETM dans 1’environnement est d’origine humaine.
L’activité humaine est la cause majeure de la présence d’ETM dont les concentrations
dans I’environnement se sont considérablement accrues au cours des 200 dernicres

années (Roth et al., 2006).

1.1. Mobilité et biodisponibilité des métaux

La toxicit¢é d’un métal dépend de sa spéciation (forme chimique) autant que des
facteurs environnementaux (Babich, 1980). Dans le sol, les métaux lourds peuvent

exister sous forme d’ion libre ou sous forme liée a des particules de sol.
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Cependant, un métal n’est toxique pour les organismes vivants que s’il est sous
forme libre ; il est alors biodisponible. Comme tout ¢lément chargé positivement, les
cations métalliques peuvent interagir dans le sol avec toute particule organique ou
minérale chargée négativement. De 1’équilibre entre les formes libres et fixées de 1’ion
va dépendre sa biodisponibilité, directement liée a sa toxicité. Enfin, la biodisponibilité

(Figure 01) des métaux lourds varie en fonction de plusieurs facteurs du sol.

Parmi lesquels, la capacité d’échange de cation (CEC), le pH, le potentiel redox (Eh),

la teneur en phosphate disponible, la teneur en matiére organique et les activités

biologiques
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Figure 01 : Schéma illustrant la mobilité des métaux lourds
(Shallari, 1997)

1.1.1. La teneur en argile

Les argiles, de par leurs propriétés physico-chimiques, jouent un role trés important
dans la disponibilité des métaux lourds. Li et Li (2000) ont montré que les métaux
lourds peuvent étre absorbés et immobilisés par les minéraux argileux ou également étre
complexés par la matiere organique du sol en formant alors un complexe

organométallique (Lamy, 2002). En effet, la charge ¢électronégative des argiles les rend
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aptes a contracter des liaisons électrostatiques avec toute entité chargée positivement,

comme les cations métalliques.

Ces liaisons sont réversibles et les cations fixés sont échangeables : ils peuvent étre
remplacés par d’autres cations présents dans la phase aqueuse du sol. Cette capacité
d’échange de cations (CEC) exprimée en milliéquivalents pour 100 g est une
caractéristique importante de chaque argile qui conditionne grandement la

biodisponibilité d’un métal dans le sol.

1.1.2. LepH

Le pH est un autre facteur important influengant la solubilité¢ et la spéciation du
métal et donc sa toxicité (Babich et Stotzky, 1977a et b). Quand le pH diminue d’une
unité, la concentration des cations métalliques libres augmente d’environ un facteur 2
dans la solution de sol et par conséquent améliore la phytoextraction (Christensen, 1984
; Sanders, 1983 ; Sanders et al., 1986). Les organismes et les microorganismes eux-
mémes peuvent influencer la disponibilit¢ des métaux lourds dans leur environnement
proche par acidification locale lors d’une réaction métabolique ou par la production de

composés complexant les métaux lourds (Giller et al., 1998).

1.1.3. Le potentiel redox (Eh)

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériser les échanges d’électrons entre les
espéces chimiques. Ainsi, les faibles valeurs d’Eh favorisent la dissolution des
hydroxydes et entrainent une augmentation de la concentration des métaux associés
avec des composants (Chaignon, 2001). De plus, la modification du degré d’oxydation
des ligands ou des ¢léments se liant avec le métal influence indirectement la solubilité
des métaux lourds. Par exemple, en conditions réductrices, les sulfates sont réduits en
sulfure qui piegent volontiers les éléments métalliques tels que Pb, Cd, Zn (Deneux-

Mustin et al., 2003).

Bien que I’influence des conditions oxydo réductrices du sol semble trés importante
au regard de la mobilité des €léments métalliques, il n’en demeure pas moins que ce

facteur apparait souvent comme secondaire par rapport au pH. En effet, pour un sol

6
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donné I’Eh varie en fonction inverse du pH, il augmente quand le pH diminue (Deneux-

Mustin et al., 2003).

1.2. Toxicité et tolérance des plantes aux métaux lourds

1.2.1. Toxicité

Les symptomes de toxicité associés aux métaux lourds sont peu différents de ceux
produits par différents types de stress. Le premier effet des métaux lourds introduits
dans la rhizosphére va se traduire par une interaction avec les autres composants
ioniques du sol (Cseh, 2002). Les métaux peuvent alors précipiter avec des ligands
anioniques ou entrer en compétition avec d’autres cations pour des sites de liaison de la

paroi pecto-cellulosique des cellules racinaires.

D1t au fait que la paroi présente une considérable capacité d’échange des cations, le
premier effet des métaux lourds sera I’inhibition ou la stimulation de 1’absorption des
cations, causant des changements significatifs du métabolisme (par exemple un stress di

a la déficience en fer) (Cseh, 2002).

L’effet le plus habituel et le moins spécifique des métaux lourds consiste en une
réduction de la croissance des différentes parties de la plante. Selon I’importance du
stress, les feuilles peuvent présenter une chlorose due a la fois a une perte de
chlorophylle, a une relative augmentation des caroténoides et a une déficience en fer
(Romanowska, 2002). Dans les cas les plus sévéres, une apparition de taches

nécrotiques est observée (Fodor, 2002).

Ces effets apparents résultent en fait d’une altération de processus vitaux tels que le
transport et le métabolisme. Ainsi, une diminution de la conductivité hydraulique
racinaire associée a la fermeture des stomates entraine une réduction de la transpiration
(Poschenrieder et al., 1989 ; Barcelo et Poschenrieder, 1990 ; Haag-Kerwer et al., 1999)
; il en découle une réduction de la fourniture en éléments minéraux dont les nitrates et,
de ce fait, une perturbation du métabolisme azoté des feuilles (Gouia et al., 2000 ;

Klobus et al., 2002).
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Les métaux induisent également un abaissement de la photosynthése qui résulte soit
d’un effet direct sur le transport des électrons et les enzymes du cycle de Calvin (en
particulier de la Rubisco) soit d’un effet indirect, en raison d’une diminution de la
teneur en chlorophylle (Stobart ez al., 1985 ; Van Assche et Clijsters, 1986 ; Chatterjee
et Chatterjee, 2000 ; Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2002 ; Romanowska, 2002).

1.2.2. Tolérance

Un nombre restreint de plantes se révelent capables de se développer sur des sols
fortement contaminés par les métaux lourds. C’est en 1885 que le botaniste allemand
Baumann observa que certaines especes accumulaient ainsi dans leurs feuilles des
quantités extraordinairement ¢levées de zinc. Ces especes rencontrées sur des sols
naturellement riches en éléments métalliques ont été utilisées comme indicateurs lors de
prospections mini€res. A ce jour, 397 espéces accumulatrices de métaux divers ont ainsi

été répertoriées (Salt et al., 1998).

La tolérance aux métaux peut étre assurée par plusieurs mécanismes différents, a
savoir par une chélation ou précipitation avec des ligands a haute affinité, localisés sur
la paroi cellulaire ou a I’'intérieur du cytoplasme (formation de complexes avec des
peptides, des acides organiques ou des ions inorganiques), par séquestration du métal
dans la vacuole des cellules foliaires ou des trichomes, ou par exclusion ou excrétion

active du métal (Lindberg et Greger, 2002).

1.3. Comportement des métaux lourds dans la plante

Parmi I’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables
aux processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthése ou
I’assimilation des macronutriments (azote, souftre...) (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).
En outre, certains éléments traces peuvent se présenter sous différents états

2+ + + . . . ~
, Cu). Ils jouent ainsi un role d’accepteurs ou de donneurs

d’oxydation (Cu
d’¢lectrons, trés important dans les multiples systémes enzymatiques mettant en jeu des

réactions d’oxydoréduction (Chaignon, 2001).
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Pour autant, les métaux lourds n’ont pas tous une fonction connue a ce jour dans le
métabolisme de la plante, et malgré la grande diversité des besoins et des niveaux de
tolérance aux métaux lourds chez les plantes, certains restent considérés comme des
poisons cellulaires pour lesquels les doses admissibles sont trés faibles. On retrouve

parmi les plus toxiques, Hg, Cr, Ni, Pb et Cd (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

1.3.1. Absorption racinaire

La voie principale d’absorption des métaux se fait par simple diffusion au travers de
I’apoplaste du cortex racinaire et de ’endoderme (voie apoplastique). Le transport des
¢léments métalliques a travers la paroi cellulaire se fait passivement (non métabolique et
donc dans le sens du gradient de concentration) par les pores du réseau de la cellulose,
de I’hémicellulose et des glycoprotéines (Briat et Lebrun, 1999). Puis au niveau de
I’endoderme, le transport peut devenir actif au niveau de la membrane plasmique des
cellules de la bande de Caspary (voie symplastique), autorisant cette fois un transfert
contre le gradient de concentration, tel que le zinc et le cuivre qui sont absorbés
activement par une protéine de transport sélective, nécessitant de I’énergie (Kabata-

Pendias et Pendias, 2001).

Cependant, les mécanismes exacts de l’absorption sont encore mal connus, en
particulier pour certains éléments comme le Cu (Greger, 1999 ; Chaignon, 2001), et

différents selon I’espéce métallique.

Par ailleurs, bien que le transport actif soit en principe spécifique, certains cations
toxiques (Cs, Cd, Pb ou Cr) sont des compétiteurs potentiels vis-a-vis des cations
essentiels. Par exemple, le cadmium semble étre un compétiteur connu du calcium en
empruntant les canaux calciques membranaires (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999;

Greger, 1999) ou 70% du Cd entrerait par ce biais dans la racine (Greger, 1999).

1.3.2. Translocation

Apres I’absorption des ¢éléments métalliques, le transport dans le xyléme de la plante
vers les parties aériennes est appelé «translocation». Ceci peut nécessiter ou non la prise

en charge des éléments par des agents complexant, tels que les acides organiques, les

9
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acides aminés et divers peptides, le fer est pris en charge par le citrate; le zinc peut étre
transporté par un complexe anionique (Alloway, 1995); alors que le cadmium est

transporté sous forme libre (Greger, 1999).

Chez certaines especes la translocation d’¢éléments toxiques est plus importante que
chez d’autres, pouvant conduire a une accumulation des métaux dans les feuilles et les
autres parties aériennes, sans que 1’on sache avec rigueur si elle est due a un transport

plus actif ou une absence d’immobilisation dans les racines (Foy et al., 1978).

1.3.3. Accumulation

Ainsi, plus de 400 especes hyper accumulatrices sont recensées, dont plus de 300
pour le nickel et seulement une pour le cadmium. A part une possible résistance a la
sécheresse et aux herbivores (Boyd, 1998), il est encore impossible d’attribuer ce
phénomene a un avantage sélectif quelconque. Dans la cellule, les métaux ayant pénétré
dans le cytoplasme sont pris en charge par diverses molécules afin de les stocker pour

éviter tout dommage cellulaire.

2. Métaux lourds : Cas du Cadmium et du Zinc

2.1. Cadmium

Le cadmium est un élément métallique non-biodégradable et cumulatif pouvant
altérer divers niveaux trophiques en milieu aquatique (Sorensen, 1991). Cependant, il
est hautement réactif engendrant la formation des Especes Réactives de I’Oxygene

(ERO) conduisant au développement d’un stress oxydatif (Siedlecka et Krupa, 2002).

Le cadmium est un élément non essentiel a 1’organisme (Lane et Morel, 2000);
naturellement présent dans I'environnement sous forme de traces (Fassett, 1974 ;
Rosenthal et Sperling, 1974). C’est un ¢élément trés toxique (Buhler, 1972). 11 présente
des caractéristiques chimiques proches de celles du calcium, facilitant ainsi sa

pénétration dans les organismes vivants (Borchardt, 1985).

10
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En revanche, ses propriétés physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du
calcium, lui permettent de traverser les barriéres biologiques et de s’accumuler dans les
tissus (Zorrig, 2009). Le cadmium n’est pas trés abondant dans la crofite terrestre. Les
processus naturels d’érosion et d’altération de la roche mere, ainsi que le transport par

les fleuves et dans I’air des particules contribuent au cycle naturel du cadmium.

Les activités anthropiques contribuent depuis la moiti¢ du 20°™ siécle 4 augmenter
les teneurs en Cd dans les sols, et les principales sources de contamination sont les
pratiques agricoles (utilisation excessive des produits phytosanitaires qui peuvent
contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu, Cd, Zn et Pb et donc contribuent a la

contamination des terres agricoles (He et al., 2005a).

En Algérie, le cadmium est trés répandu dans les phosphates naturels qui contiennent
plus de 13 mg /Kg (Van Kauwenbergh, 1997 ; BejiSassi et al., 1999). Outre leur
richesse en matiére organique pouvant constituer un apport intéressant en ¢léments
essentiels (N, P et K) pour les sols, les boues d’épuration et les composts des déchets
urbains et industriels renferment du cadmium a des niveaux parfois €levés. L utilisation
de ces engrais insuffisamment purs en agriculture est une des causes de la pollution des

sols par le cadmium (McBride, 2004).
2.1.1. Effets du cadmium sur la physiologie des plantes

Chez les plantes, le cadmium n’a aucune fonction biologique connue (Pokorny et al.,
2004). Le cadmium induit une accumulation de composés phénoliques insolubles,
comme la lignine dans les vaisseaux de xyléme réduisant ainsi le transport ascendant de
I’eau et des ¢léments nutritifs (Chaoui et El Ferjani, 2004). La fermeture stomatique est
due essentiellement aux variations du potentiel de turgescence dans les cellules de
garde. Elle se déclenche suite 4 une accumulation des ions Ca®" dans le cytosol des
cellules de garde (MacRobbie et Kurup, 2007). Le cadmium provoque également une
réduction de la transpiration ainsi qu’une augmentation de la résistance stomatique
accompagnée d’un accroissement de la teneur en acide abscissique (ABA) (Sharma et

al., 2002 ; Fediuc et al., 2005).

11
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Etant chimiquement semblables aux ions Ca’", les ions Cd*" gagnent les cellules de

garde par les canaux de Ca®" tension-dépendants et, une fois dans le cytosol, ils imitent

leur activité (Perfus-Barbeoch et al., 2002) (Figure 02).
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Figure 02 : Principaux effets du cadmium sur la physiologie des plantes et réponses des plantes

au cadmium, (DalCorso et al., 2008).

Apres accumulation dans la cellule, le Cd inhibe le métabolisme du sulfate (1) la

photosynthése et la biosynthése de chlorophylle (2). Etant chimiquement semblables au

Ca®", les ions Cd*" gagnent les cellules de garde et activent Iouverture des canaux

potassiques. L’entrée des ions potassium provoque la perte de la turgescence des

cellules de garde ce qui déclenche la fermeture stomatique (3). Le Cd inhibe I’activité

des enzymes racinaires impliquées dans l'assimilation de 1’azote: par exemple la nitrate
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réductase et la nitrite réductase (4). (5) Une fois dans le cytosol, le Cd stimule la

synthése des phytochélatines (PCs).

Le cadmium forme avec les phytochélatines des complexes de faible masse
moléculaire (Low Molecular Weight (LMW)). Ces complexes entrent dans la vacuole
par l'intermédiaire d’un transporteur tonoplastique du type ABC et s’agrégent les uns
aux autres pour former des complexes de masse moléculaire élevée (High Molecular
Weight (HMW)). A droite, le Cd induit la production de radicaux libres qui sont des
formes trés réactives de l’oxygene (ROS : Reactive Oxygen Species) qui seront

désintoxiquées dans les peroxysomes.

PSI: photosysteme I, PSII: photosystéme II, ROS: formes réactives de 1’oxygene.

2.2. Zinc

Le zinc est un élément chimique, de symbole Zn et de numéro atomique 30. Le zinc
est un métal, moyennement réactif, qui se combine avec l'oxygene et d'autres non-
métaux, et qui réagit avec des acides dilués en dégageant de I'hydrogene (Mahan, 1987).
L'état d'oxydation unique du zinc est +2 (appelé ion zincique), ainsi la géochimie du
zinc est relativement peu complexe et I’on note un comportement chalcophile assez

marqué par une association fréquente avec le soufre (S, Mahan, 1987).

Les sources naturelles de zinc dans I’environnement sont 1’altération de roches
(56%), le volcanisme (22%) et la végétation (Lantzy et Mc Kenzie, 1979 ; Phelan et al.,
1982 ; Horowitz, 1985). Cependant, Nriagu (1991 ; 1996) a calculé que ces sources
naturelles ne représentent qu’environ 7% des émissions totales de cet élément dans
I’environnement, étant donné que la production et le traitement de minerai et les
activités industrielles représenteraient 75% et 18% respectivement, des émissions du Zn

dans le milieu naturel.
Les apports anthropogénique résultent de trois groupes d'activités: les sources

Miniéres et industrielles (traitement du minerai, galvanisation, matiéres plastiques...),

les épandages agricoles (ajout dans les aliments pour animaux, surtout des porcs) et les

13



CHAPITRE I Introduction Générale

autres activités telles que le trafic routier, | 'érosion des toitures zinguées, l'usure des

pneumatiques et les poussicres d'incinération (INERIS, 2000).

Le zinc posséde deux états de valence : Zn(0) et Zn(Il) (Cotton, 1962). Son état
d'oxydation courant est +2, donnant un cation de taille comparable a celle de Mg >*. Le

zinc possede cing isotopes stables (Holden, 1994).

2.2.1. Chélation du zinc dans la cellule

Si I’absorption du zinc est assez bien décrite dans les plantes, peu de données sont en
revanche disponibles concernant son stockage dans les cellules. Or, un mécanisme
récurrent de détoxication des métaux lourds au sein de la cellule (aussi bien chez les
plantes que dans d’autres organismes) repose sur la fixation du métal a un ligand
(chélation) puis éventuellement a la neutralisation de ce complexe par
compartimentation (séquestration) grace a un transporteur spécifique (Briat and Lebrun,

1999).

Quatre types de ligands de cations métalliques sont connus chez les plantes : les
métallothionéines, les phytochélatines, les acides aminés et organiques (Rauser, 1999;

Clemens, 2001).

Bien que les phytochélatine jouent un réle majeur dans la détoxication du cadmium
(Cobbett, 2000; Cobbett et Goldsbrough, 2002), il n’a pas été montré a ce jour qu’elles

interviennent dans la détoxication du zinc.

3. Le stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre de la balance entre les
systémes oxydants et les capacités anti-oxydantes de 1’organisme en faveur des
premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al.,

1999).
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Les facteurs de stress d’origine environnementale peuvent induire des changements
au niveau génétique, biochimique et physiologique chez les espéces exposées. Pour se
protéger contre le stress oxydant, elles posseédent plusieurs systémes de défenses. Les
premicres barrieres sont mises en place au niveau de l'organisme entier et constituent
des protections physiques contre la pénétration des xénobiotiques. Si ces défenses
s’averent inefficaces, d’autres systémes se mettent en place, comme le systéme
antioxydant, pour protéger les organes et les cellules contre les attaques d’Espéces

Réactives de I’Oxygene (ERO) générées a la suite d'un stress oxydant (Bigot, 2009).

La production des radicaux libres de 1’oxygéne est physiologique et nécessaire a de
nombreux métabolismes. Seul leur exceés devient néfaste d’autant que s’y ajoutent-les
radicaux libres d’origine exogene liés a 1’environnement (rayonnement UV, ozone...)
(Cossu et al., 1997a). Les radicaux libres en particulier les radicaux
hydroxyles,entrainent alors la peroxydation des acides gras polyinsaturés (Gutteridge et
Halliwell, 1990) provoquant une désorganisation membranaire pouvant aboutir a la lyse

cellulaire.

Les hydroperoxydes lipidiques formés sont dégradés principalement en
malonedialdéhyde (MDA) (Chaudhary et al., 1996) et 4-hydroxynonénal (4-HNE)
(Chen et Chung, 1996), qui réagissent de maniere covalente avec les protéines et les

inactivent.

L’¢étendue des dommages dépend de 1’équilibre entre la production de radicaux libres
et I’efficacité¢ des mécanismes de détoxification. Ces dommages amorcent une cascade
de réactions qui peuvent étre a 1’origine de dysfonctionnements a des niveaux

d’organisation biologique supérieurs (Cajaraville et al., 2003) (Figure 03).
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Figure 03 : Mécanismes des 1ésions biochimiques induites par le stress oxydant.
(Sergent et al ; 2000)

3.1. Les systémes de défenses antioxydants

Les systémes de défense contre le stress oxydatif ont un rdle central dans la
détoxification des xénobiotiques ayant pénétrés dans la cellule. Les antioxydants
primaires, qui sont pour la plupart des enzymes, vont limiter la production des Espéces
Réactives de I’Oxygéne (ERO) et les antioxydants secondaires, qui peuvent étre des
substances lipo- ou hydrosolubles, vont piéger les ERO sous une forme peu réactive

(Zielinski et Portner, 2000).

L’augmentation de la production de ERO peut induire ou inhiber I’activité et la
synthése de ces composés antioxydants dont 1’étude donne une indication sensible de la
présence de contaminants générateurs d’un tel stress en milieu controlé et naturel
(McFarland et al., 1999 ; Lopes et al., 2001). 1l est donc important de bien comprendre
d’une part les événements conduisant a un stress oxydant et d’autre part de définir les
parametres les plus discriminants comme biomarqueurs impliqués dans la réponse a ce
stress pour fournir un diagnostic plus réaliste de I'impact de la pollution sur les

organismes qui peuplent les écosystémes.
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n

Un biomarqueur peut étre défini comme "un paramétre moléculaire, biochimique,
cellulaire, physiologique ou comportemental dont les changements, observables et/ou
mesurables, révelent l'exposition présente ou passée d'un individu & au moins une
substance chimique a caractére « toxique » (Lagadic et al., 1997). Les expérimentations
en conditions controlées ont largement démontré que les biomarqueurs peuvent étre
utilisés pour évaluer I’exposition des individus a des xénobiotiques et, dans certains cas,

les effets de ceux-ci sur les structures et fonctions vitales de I’organisme (Huggett et al.,

1992).

Ces bases expérimentales ont permis d’envisager I’utilisation des biomarqueurs dans
le milieu naturel, notamment dans le cadre des programmes de surveillance de la qualité

de ’environnement (McCarthy et Shugart, 1990; Peakall, 1992).

Chez les étres vivants, les systémes antioxydants contribuent a €liminer le stress
causé par les ERO. Les enzymes impliquées dans ces mécanismes de protection sont les

suivantes :
3.1.1. Systémes enzymatiques

» Super Oxyde Dismutase (SOD) qui assure la premiére ligne de défense contre le
stress oxydant (McCord et Fridovich, 1969; Nordberg et Arnér, 2001).

» La Catalase (CAT) qui catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogene en
eau et oxygeéne moléculaire (Arora ef al., 2002).

» La Glutathion Peroxydase (GPX) qui constitue 'un des plus importants
systémes enzymatiques de protection par son pouvoir de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene, et aussi les hydropéroxydes résultants de 1’oxydation du cholestrol
ou des acides gras en couplant la réduction de I’hydropéroxyde avec I’oxydation
d’un substrat réducteur comme le glutathion. L'activité de ces enzymes est tres
dépendante de l'apport nutritionnel en sélénium (Favier, 2003).

» La Glutathion-S-Transférase (GST) fait partie d’une famille d'enzymes
multifonctionnelles essentiellement cytosoliques, qui jouent un rdle important
dans la détoxification de composés ¢lectrophiles. Elles sont aussi impliquées
dans des opérations diverses de transports et de biosynthéses intracellulaires

(George et Buchanan, 1990).
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3.1.2. Systémes non-enzymatiques

» Le glutathion, tri peptide dont les propriétés réductrices et nucléophiles jouent
un role majeur dans la protection et la détoxification qui résulte principalement
de sa fonction de cosubstrat des GPX et de la GSH-S Transférase (Januel, 2003).
Mais il fait aussi I’objet d’interactions synergiques avec d’autres composants du
systeme de protection antioxydant tel que la vitamine C, la vitamine E et les

Superoxydes Dismutases.

» Les Malonedialdéhydes (MDA) agents alkylants puissants capables de réagir
avec les macromolécules biologiques. Ce sont des produits terminaux de la
dégradation des lipides dont la teneur est en relation étroite avec la dégradation
de la membrane cellulaire. Ce paramétre constitue un indicateur précoce d’une
agression toxique et par conséquent il peut étre utilisé comme biomarqueur du

stress oxydatif (Giguere et al., 2003; Funes et al., 2005).

Ainsi, les dommages oxydatifs résultent du déséquilibre entre la production d’ERO
et leur ¢élimination par les organismes. Les ERO peuvent ainsi causer des dommages

permanents ou transitoires aux protéines, lipides et acides nucléiques.

En réponse a ces dommages, divers composés qualifiés d'antioxydants sont
synthétisés au niveau cellulaire ; ces molécules sont utilisées comme biomarqueurs de
stress oxydant. Dans les écosystémes aquatiques, la source majeure d'ERO, provient de
molécules organiques (HAP) libérées par des huiles et carburants (fuel...) (Roy ef al.,

1994).

3.2. Implication des mitochondries dans le stress oxydatif des ROS
En plus de son role capital dans la synthése d’ATP, la chaine respiratoire

mitochondriale est une source puissante d’ERO et de ce fait elle est impliquée dans la

genese de la plupart des pathologies humaines et animales. Il est estimé que dans les
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conditions normales 1-4% de 1’oxygeéne consommé est incomplétement réduit en

superoxyde (Morin ef al., 2004, Andreyev et al., 2005).

Dans la mitochondrie, il existe neuf sites responsables de cette production qui sont
ubiquitaires dans les mitochondries des Mammiferes, mais I’expression et la capacité de
production différent selon les tissus. Bien que ces sites aient ét¢é montrés comme
producteurs d’ERO en quantité appréciable, I’évolution des concepts a permis de
confirmer I’importance des complexes I et II dans la production d’ERO (Morin et al.,

2004, Andreyev et al., 2005).

4. La phytoremédiation

4.1. Principe de la technique de phytoremédiation

Connue sous le nom de phytoremédiation «phyto» = plante et «remediumy» =
rétablissement de 1’équilibre, remédiation, la phytoremédiation est définie comme
I’utilisation de plantes pour extraire ou transformer les polluants organiques et aussi

inorganiques (plus particulierement les métaux lourds) (Salt ez al., 1998).

La phytoremédiation est une technologie émergeante qui utilise les plantes ou les
microorganismes de la rhizosphére pour extraire, transformer ou stocker les polluants
contenus dans les sols, les sédiments, les eaux souterraines ou de surface et méme

I’atmosphere (Susarla ef al., 2002).

4.2. Mécanismes de phytoremédiation

Les aspects technologiques d’efficacité, de colt du traitement et les aspects
économiques sont abordés. Plus précisément, les types de stratégies de
phytoremédiation, particuliérement utilisés dans la dépollution des métaux lourds sont

décrits ci-dessous et illustrés dans la Figure 04 :

v" Phytostimulation : Les plantes sécrétent des exsudats racinaires qui peuvent

étre utilisés par les communautés microbiennes et promouvoir leur
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développement et leurs activités. Cette stimulation microbienne dans la
rhizosphére modifie la bioaccumulation, oxydation/réduction biologique et

biométhylation des métaux lourds (McGrath, 1998).

v" Phytostabilisation : Utilisation des plantes pour réduire la biodisponibilité des
polluants par les écoulements (latéraux ou en profondeur) ou immobiliser les
composés polluants en les liants chimiquement par précipitation, stabilisation,
absorption ou piégeage de ceux-ci par la plante. Cette technique permet d’éviter
la dispersion des polluants dans les eaux de surface et souterraines (Cunningham

et al., 1995).

v" Phytoextraction : Utilisation de plantes qui absorbent les métaux lourds dans
les sols par les racines, puis transférent et accumulent ceux-ci dans leurs parties
récoltables (feuilles, tiges et racines). Les métaux lourds vont se complexer avec
des acides organiques ou des acides aminés synthétisés par la plante. Les métaux
lourds sont ensuite récupérés en incinérant ou compostant la biomasse de plante

(McGrath, 1998).

v" Phytovolatilisation : Utilisation de plantes qui absorbent des contaminants
organiques et autres produits toxiques, transformant ceux-ci en ¢léments
volatiles peu ou pas toxiques et les relachant dans I’atmosphere via leurs feuilles

(McGrath,1998
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Figure 04 : Les différents types de phytoremédiation (Rusty D et al., 2014)

Au cours de 1‘évolution, les plantes ont développé des mécanismes complexes pour
absorber les substances organiques ou minérales du sol, de 1‘eau et de 1‘air a travers
leurs racines et leurs feuilles, lesquelles sont ensuite transportées dans d‘autres parties

de la plante pour étre utilisées, transformées, dégradées ou stockées (Cunningham et al.,
1996; Polessp, 2005).

4.3. Le potentiel épuratoire des plantes aquatiques

La capacit¢ des plantes a diminuer la turbidité, la pollution par les maticres
organiques et les éléments nutritifs de 50 a plus de 80 % est maintenant bien reconnue
(Ran et al., 2004). Elles ont également une forte capacit¢ de prélévement des métaux
avec des rendements ¢€levés : le plomb (76 %), le nickel (82 %), le fer (79 %), le zinc
(98 %), le manganese (95 %), le chrome (97 %), le mercure et le cuivre (90 %) (Axtell
et al., 2003; Maury-Brachet et al., 1990; Miretzky et al., 2004).
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Les végétaux aquatiques ont montré leur efficacité¢ dans 1°élimination de polluants
organiques comme les phénols, les composés organochlorés et organophosphorés, les
chlorobenzeénes, et méme les pesticides (Dhir et al., 2009).

Concernant ces derniers, les rendements d‘épuration a 1‘aide de plantes aquatiques
sont variables, de 20 a 95 %, selon les propriétés physico-chimiques des molécules et le
type de plantes (Rice et al, 1997 ; Gao et al, 2000 ; Mitsou et al., 2006 ; Tront et
Saunders, 2006 ; De Carvalho et al., 2007 ; Cai et al., 2007).

5. Le stress chez les végétaux aquatiques

Le stress peut étre défini comme 1’ensemble des réactions non spécifiques
(Physiologiques, métaboliques, comportementales) a un agent physique et/ou chimique
agressif, il peut provenir de manicre directe ou indirect des pollutions organiques ou

métalliques répétées notamment les pollutions chroniques (Claudine, 2003).

En effet, le stress engendre généralement des effets non détectables

morphologiquement ainsi que des effets visibles :

e Les premiers effets correspondent a des réponses biochimiques, telles que
I’induction d’enzymes de métabolisation ou des réponses physiologiques comme
des altérations de la photosynthése, de la respiration, des transports d’ions ou de
métabolites. Ils peuvent étre détectables trés tot, on parle alors de réponses

précoces.

e Les effets visibles, tels que des changements de coloration, des Iésions
cellulaires résultant d’un ensemble de perturbations métaboliques sont
considérés comme des réponses secondaires a plus ou moins long terme

(Claudine, 2003).
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6. Objectif du travail

Un polluant qui entre dans un écosystéme va se distribuer et s'accumuler
préférentiellement dans un des trois compartiments environnementaux. Le polluant va
ensuite pouvoir tre en contact et éventuellement disponible pour les organismes et donc
bio accumulé. A partir de cette exposition, un enchainement de réponses sera observable

a tous les niveaux de I’organisation biologique.

Les métaux sont omniprésents dans les eaux de surface, toutefois leurs
concentrations sont en général trés faibles ce qui explique leur dénomination de «

métaux traces » ou « Eléments traces métalliques » ETM.

L’Elodea canadensis constitue un excellent modele expérimental alternatif a toutes les

caractéristiques suivantes (Chaudhry et al., 2002) :

- Hypertolérante aux concentrations en polluants
- Hyperaccumulatrice

- Un systéme foliaire et racinaire développé

- Activité photosynthétique intense

- Un transport et un stockage a taux élevé

- Mécanismes internes de métabolisation des polluants

Notre travail de recherche a pour objectif d’évaluer la toxicité et I’'impact des deux
xénobiotiques « le cadmium et le zinc » sur I’évolution et le métabolisme respiratoire et

photosynthétique de « Elodea canadensis ».

Notre travail est structuré en 3 chapitres:

- Le premier chapitre est une synthese bibliographique présentant, les métaux
lourds (Cadmium et Zinc) leurs effets sur les plantes et les outils d’évaluation

écotoxicologue en particulier les biomarqueurs.
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- Le deuxiéme chapitre concerne le matériel et les méthodes d’études utilisées
pour la réalisation de ce travail (présentation du matériel biologique et chimique

utilisé pour cette é¢tude) et les paramétres mesurés.
- Le troisiéme chapitre englobe les différents résultats obtenus et leur discussion.

- Enfin, nous terminerons ce travail par une conclusion générale et des

perspectives.
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Nos expérimentations se sont déroulées au laboratoire de Toxicologie Cellulaire de

I’Université de Annaba pendant une période de 07 et 14 jours.

1. Matériel expérimental

1.1.Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est constituée par un végétal : 1’¢lodée
du Canada ou "Elodea canadensis». Les élodées appartiennent au genre de plantes
aquatiques Dicotylédones de la famille des Hydrocharidacées originaires d'Amérique
du Nord. Elles sont largement utilisées pour garnir les aquariums. Au cours de la
deuxiéme moiti¢ du XIXéme siecle, 1’¢lodée du Canada a rapidement colonis¢ les
réseaux hydrographiques d’une grande partie de I’Europe, elle était considérée comme

la principale « peste aquatique », voire comme un « fléau pour les cours d’eau ».

Au cours du XXeme siecle, cette plante s’est intégrée aux «phytocénoses aquatiques »

(Tiphaine Saint —-Maxent, 2002).

Figure 05 : Elodea Canadensis (LTC. UBMA)
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1.1.1. Classification

Tableau 02 : Classification de 1'élodée de canada (Michaux, 1803).

Reégne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Alismatidae
Ordre Hydrocharitales
Famille Hydrocharitaceae
Genre Elodea
Espéce canadensis

1.1.2. Description

Plante
Angiospermes
Monocotylédones
Alismatidées
Hydrocharitales
Hydrocharitacées
Elodée

Du canada

1.1.2.1.Morphologie externe : Les ¢lodées sont des macrophytes vivaces a tiges

ramifiées, pouvant atteindre 1 métre de longueur (Tiphaine Saint —Maxent,

2002).

e Les feuilles : Elles sont sessiles vertes sombres, verticillées par 3-4 (plus

rarement par 2), leur largeur est majoritairement supérieure a 1,75 mm et leur

longueur comprise entre 6 et 15mm. Les feuilles supérieures et moyennes sont

rigides et non arquées. Le limbe est ovale a linéaire oblong et muni de bords

droits décorés de chaque coté de 21 a 30 dents (Pieret et Delbart, 2007).

26



CHAPITRE II Matériel et Méthodes

e Les fleurs: Elles sont unisexuées, composées d’un calice a trois sépales
légeérement violacés et d’une corolle a 3 pétales 1égérement violacés (symétrie
radiaire). Ces pétales ont une longueur inférieure a 5 mm. Les fleurs femelles
sont solitaires dans une spathe. Les fleurs males, rares voire inexistantes en
Europe, sont groupées dans une spathe et posseédent 3 (-6-9-...) étamines. La
période de floraison se situe entre les mois de juin et d’aott (Pieret et Delbart,

2007).

e La tige: La Tige est fortement ramifiée, est facilement cassante (Pieret et

Delbart, 2007).

e Les fruits : Elles sont sous forme de capsules issues de 2 a 15 carpelles soudés
entre eux, présentant généralement 6 loges et produisant 1 a 5 graines (Pieret et

Delbart, 2007).

e Les Racines : Elles se présentent sous forme d’Amas de racines adventives
fibreuses partant de la jonction des feuilles. Leur apex est blanchatre a verdatre

(Pieret et Delbart, 2007).

1.1.3. Répartition

Les ¢lodées sont des plantes répandues dans toutes les zones tempérées d'Amérique
du Nord. Elles se sont largement naturalisées en Europe, en Afrique, en Asie, et en

Australasie (Toussaint, 2005).

Les sédiments limoneux et les eaux riches en éléments nutritifs favorisent la
croissance des ¢lodées dans les lacs fertiles. Toutefois, ces plantes sont capables de
s'adapter a diverses conditions écologiques, des eaux profondes aux étangs peu

profonds, et a différents types de sédiments.
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On observe ces plantes dans les eaux stagnantes, méso-eutrophes a eutrophes des
étangs, mares, canaux, fossés et rivicres, elles sont assez répandues dans la plupart des

plaines alluviales et maritimes (Toussaint, 2005).

Les ¢lodées se rencontrent dans des milieux de faible profondeur (inférieure a 1 m)
(Tiphaine Saint —Maxent, 2002) ; et peuvent prospérer dans des eaux calmes ou a
courant faibles, chaudes, riches en ¢léments nutritifs dont la profondeur n’excede pas 6
a 8m (lacs et étangs) (Kowarik, 2003 et Muller, 2004).

1.1.4. Reproduction

Il s'agit de plantes dioiques, a sexes séparés. Deux modes de reproduction peuvent étres

décrits :

1.1.4.1.Reproduction _sexuée : La reproduction sexuée des ¢élodées est quasiment

inexistante. En effet, seuls des pieds femelles sont présents. « Elodea
canadensis » fleurit rarement, de juin a aoft, et ses fleurs femelles sont
petites, de 2,5 a 7 mm de diamétre, produites sous 1’eau et venant affleuré en
surface au sommet de trés longs pédicelles. Les pétale ssont blanchatres,

blancs verdatres ou lilas (Tiphaine Saint —-Maxent, 2002).

1.1.4.2.Reproduction asexuée (végétative) : La reproduction végétative chez les

¢lodées est prédominante, ces plantes se reproduisent essentiellement de
manicre végétative par fragmentation et bouturage des tiges grace au

développement de racines adventives (Tiphaine Saint -Maxent, 2002).

Elles produisent en outre des hibernacles, bourgeons spécialisés, permettant
d’assurer la survie de la plante en hiver et en méme temps sa multiplication (Toussaint,
2005). Ainsi pour 1’¢lodée du Canada, il y a formation de bourgeons dormants qui sont
les bourgeons apicaux. Pendant 1’automne, les extrémités des tiges latérales cessent de
s’allonger et portent des feuilles vertes foncées, densément groupées, qui contiennent

plus d’amidon que les feuilles normales, et possédent une cuticule plus épaisse.
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Ces bourgeons peuvent étre libérés par désagrégation de 1’axe parent et plonger dans
le substrat, ou rester fixés durant I’hiver. Si I’hiver est doux, il se développe tot dans la
saison, sinon ils resteront dormants jusqu’au printemps ou ils formeront un nouveau
plant (Tiphaine Saint —Maxent, 2002). A 1’automne, des fragments de tiges feuillées se
détachent des plantes meres, et entrainés par le courant vont s'enraciner plus loin et font

naitre de nouveaux plants.

La voie végétative est le mode de reproduction le plus important de ces plantes, la

reproduction par graine ne jouant qu'un réle mineur.

1.1.5. Caractéristiques spéciales des élodées

Les ¢lodées possedent des caractéristiques trés importantes ce qui I’offre un intérét

remarquable, mise a part leur caractére invasif, on cite :

- Elles peuvent résister a la mauvaise saison et se comporter comme des plantes
vivaces dans les climats plus doux.

- Les ¢lodées sont un ¢élément important des €cosystemes lacustres en Amérique
du Nord, fournissant un habitat & de nombreux invertébrés aquatiques et un
couvert (abri) pour des jeunes poissons et autres Amphibiens.

- La faune aquatique, particuliérement les canards, mais aussi les castors et les rats
musqués en font leur nourriture.

- Les herbiers d’¢lodées favorisent la reproduction et le développement des
insectes et/ou des poissons en servant soit de support aux ceufs, soit de garde-
manger, soit d’abri pour les plus petits (Prévost, 2001).

- Les ¢lodées sont un matériel d'étude apprécié en physiologie végétale pour leur
simplicité, les cellules des feuilles sont connues pour les mouvements de cyclose
(courants cytoplasmiques intracellulaires) observables sur le vif, ainsi que leur
facilité d’observation au microscope.

- Elles sont tres utiles pour traiter 1'eau, et dépolluer l'eau des bassins.

- Les ¢lodées ont un certain intérét économique en tant que plantes d'aquarium.

- (C'¢tait une plante médicinale pour les Iroquois.
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1.1.6. Impacts négatifs des élodées

Les ¢lodées suite a leurs importantes capacités de reproduction végétative forment

rapidement des populations trés denses sur plusieurs metres de profondeur (Pieret et

Delbart, 2009). Ces massifs induisent une altération rapide du milieu aquatique aussi

bien physico-chimique que biotique (Toussaint, 2005).

Ainsi, I’interception des rayons lumineux incidents a la surface de I’eau est fortement

réduite (Pieret et Delbart, 2009).

La présence de I’espece induit rapidement un monospécifisme du milieu (Pieret

et Delbart, 2009).

La densité des populations formées bloque aussi la diffusion de ’oxygéne de
I’air causant des conditions anaérobiques du milieu, préjudiciables pour la

macrofaune et la microfaune aquatiques (Pieret et Delbart, 2009).

Elle provoque également une accélération de la sédimentation des maticres
organiques et donc I’eutrophisation. Un envasement des milieux peut ensuite

étre observé (Pieret et Delbart, 2009).

Les ¢lodées peuvent causer une réduction de I’écoulement de 1’eau, ainsi que la

réduction de la valeur récréative des plans d’eau (Pieret et Delbart, 2009).

Les proliférations de populations mono-spécifiques des différentes especes
d’¢élodées peuvent entrainer des dysfonctionnements des milieux aquatiques,

telles les anoxies périodiques (Tiphaine Saint —-Maxent, 2002).
Les herbiers d’¢lodées peuvent également étre une géne physique pour la péche :

les hamecons et les fils s’emmélant dans les tiges de plantes. Cependant aucune

référence ne signale ce type de problémes (Tiphaine Saint —-Maxent, 2002).
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1.2. Matériel chimique

Les produits chimiques utilisés dans notre ¢tude sont: Le chlorure de Cadmium
(CdCl,) et le Zinc (Zn). Cinq concentrations ont été choisies a savoir : 10uM, 20uM,
40uM, 80uM et 160uM. (les tests sont répétés trois fois et les résultats obtenus sont

exprimés par la moyenne).

2. Conduite de I’essai et traitements

Apres plusieurs ringages a I’eau distillée, les plants d’¢lodée (Elodea canadensis)
sont pesés, puis leur croissance est suivis dans des milieux de culture dans des béchers
contenant 300 ml de solution nutritive de base (eau minérale « youkous », pH= 7,4)
composée de : 67.32 mg/l Ca™, 10.08 mg/l Mg, 4.82 mg/l K*, 11.96 mg/l Na*?, 27.36
mg/l Sos”, 20.82 mg/l CI,216.07 mg/l HCO™ , 2.5 mg/l NO; , 00 mg/l NO?,2.33 mg/l

Si,. Le CdClset le Zinc sont additionnés directement dans les béchers.

3. Parameétres mesurés

3.1. La croissance pondérale : Ce paramétre est mesuré a I’aide d’une balance de
précision. Cette mesure a lieu a Ty = avant application du traitement), a 7jours et

14 jours de traitement.

3.2. Dosage des Protéines totales : Les protéines sont dosées par colorimétrie selon
la méthode de Bradford (1976). Le principe de la méthode est basé sur la
fixation d’un colorant acide (bleu de coomassie) sur les protéines au niveau de
résidus basiques et aromatiques, cette fixation provoque un transfert de sa
couleur qui passe du rouge au bleu. Ce changement de coloration est mesuré a
une longueur d’onde de 595nm par un spectrophotométre (JENWAY 3600) en

utilisant I’ Albumine Sérum Bovine (BSA) comme standard.
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3.3. Dosage des chlorophylles : L’extraction des chlorophylles est effectué selon la
méthode de Holden (1975), qui consiste en une macération du végétal dans de
I’acétone. Le traitement des échantillons se fait comme suit: on peése 1g des
feuille du végétal coupé en petits morceaux et broyés dans un mortier avec 20ml
d’acétone a 80% et environ 100mg de bicarbonate de calcium (CaCO3). Apres le
broyage total, la solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires afin
d’éviter I’oxydation des chlorophylles par la lumiére. La lecture se fait aux deux

longueurs d’onde 645nm et 663nm, apres étalonnage.

3.4.Dosage de la proline : La technique de mesure de la proline utilisée est celle de
Troll et Lindsley (1955), modifiée par Dreier et al., (1974). Pour chaque
¢chantillon, prélever 100 mg de matic¢re végétale fraiche, pesée juste apres leur
prélevement, introduite ensuite dans des tubes a essai propres auxquels sont
ajoutés 2ml de méthanol 40%. L’ensemble est porté¢ a 85°C dans un bain marie
pendant une heure. Apres refroidissement on préléeve 1ml de la solution, auquel
on ajoute 1ml d’acide acétique (CH3;COOH) et 1ml de mélange contenant (120
ml d’eau distillée + 300 ml d’acide acétique + 80 ml d’acide orthophosphorique)
et 25 mg de ninhydrine. Les solutions sont portées a €bullition pendant 30 mn,
elles virent au rouge ; apres refroidissement, on ajoute 5 ml de toluéne, et on
procéde a une agitation, deux phases se séparent : une phase inférieure sans
proline et une phase supérieure qui contient la proline. Cette phase est ensuite
récupérée et déshydratée par 1’adjonction de Na,SO4. On procede enfin a la
détermination des densités optiques des échantillons a la longueur d’onde 528
nm, apres ¢Etalonnage par mélange (acide acétique, eau distillée, acide

orthophosphorique et ninhydrine).
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3.5. Dosage des Biomarqueurs

3.5.1. Dosages Enzymatiques

3.5.1.1. Préparation de I’extrait enzymatique : La méthode utilisée afin d’obtenir
I’extrait enzymatique des plants d’¢lodée est celle de Loggini et al., (1999).
L’extrait sera utilisé pour la mesure de 1’activité du Glutathion transférase
(GST). Apres 7 et 14 jours de traitement, les feuilles (500mg) sont
récupérées de leurs milieux de culture, puis broyées dans un mortier a froid
avec 4 ml de tampon phosphate a 0.1 M et pH=7,5. L’homogénat obtenu est
ensuite filtré a 1’aide d’une toile et récupéré dans des tubes Ependorfs avant
de procéder a une centrifugation a froid a 12000 g/min pendant 20min
(Centrifugeuse Sigma 3-16K). Le surnageant sera utilis¢é comme extrait pour
la détermination des différentes activités enzymatiques. La formule suivante
est utilisée dans la quantification des différentes activités enzymatiques

entre autres I’activité GST, APX et CAT (Servais, 2004).

AA.V,

Act=
e. AT.L.Ve.P

Act: Activité enzymatique en nmole/min/mg de protéines
g : Coefficient d’extinction liné¢ique molaire (M)

AA : Différence moyenne de 1’ Absorbance

V. Volume total du mélange réactionnel (ml)

Ve : Volume de I’extrait enzymatique(ml)

L : Largeur de la cuve de mesure (cm)

P : Teneur en protéine (mg)

T : Temps de lecture (min)
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3.5.1.2. Dosage de I’activité Glutathion S-Transférase (GST)

Le dosage de la glutathion S-transférase est réalisé par la méthode de (Habig et al,
1974), les échantillons sont homogénéisés dans un tampon phosphate a pH 6,5 et a
100mM et centrifugés a 9000g pendant 30 min. La méthode consiste a faire réagir les
GSTs sur un mélange CDNB (20mM)-GSH (100mM), la variation de la densité optique
due a I’apparition du complexe CDNB-GSH est mesurée toutes les 15 secondes pendant
2 minutes a 340nm. Les concentrations de la GST sont exprimées en nmole /min/ mg de
protéines. Le Blanc est composé de 850 pl de tampon phosphate additionné de 50 pl de
CDNB et de 100 pl de GSH.

3.5.2. Dosages non Enzymatiques

3.5.2.1. Le Glutathion (GSH)

L’extrait enzymatique (800ul) est homogénéisé dans une solution d’E.D.T.A a 0,02M et
subit une déprotéinisation par 200 pl d’acide sulfo-salycilique0,25%. Aprées
centrifugation a 1000 g/min pendant 5 minutes, le surnageant est utilisé pour le dosage
spectrophotométrique avec le réactif DTNB a 0,01M a 412nm. Les concentrations du
GSH sont dosées par la méthode de (Weckbecker et Cory, 1988) et exprimées en
uM/mg de protéines.

3.5.2.2. Dosage de I’activité Ascorbate-peroxydases (APX)

Le dosage spectrophotométrique de I’activité ascorbate-peroxydase est réalisé suivant
le protocole adopté par Nakano et Azada (1987). Le mélange réactionnel contient :
100ul d’extrait enzymatique, 0,5 Mm d’ascorbate, 50 Mm du Tampon phosphate (pH=
7,2) et 50ul de H,O, (300mM). L’étalonnage de l’appareil se fait en 1’absence de
I’extrait enzymatique.

La lecture est effectuée a 290 nm (spectrophotometre GeneSys 8) pendant 1min et ce
pour un coefficient d’extinction linéique molaire (¢ = 2,.8mM™".cm™), I’activité APX est

exprimée en nmol/min/mg de protéines.
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3.5.2.3. Dosage de I’activité Catalase (CAT)

Le dosage spectrophotométrique de D’activité¢ catalase (CAT) est réalisé suivant la
méthode de Cakmak et Horst, (1991). La décroissance de I’absorbance est enregistrée
pendant trois minutes (spectrophotometre Jenway 6300) pour une longueur d’onde de
240nm et un coefficient d’extinction liné¢ique molaire (e =39,4mM'lcm'1). Pour un
volume final de 3ml, le mélange réactionnel contient : 100ul de 1’extrait enzymatique
brut, 50ul de peroxyde d’hydrogene H»0, a 0,3% et 2,85ml de tampon phosphate
(50mM, pH= 7,2). L’étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de 1’extrait
enzymatique. La réaction est déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée. L’activité

catalase est exprimée en nmol/min/mg de protéines.
3.6. Etude du métabolisme photosynthétique
L’activité photosynthétique des feuilles isolées est mesurée par 1’¢lectrode a oxygene
comme pour ’intensité respiratoire ou 1’échantillon (feuilles) est placé en condition
d’obscurité (chapeau de 1’¢lectrode).
3.7. Etude du métabolisme respiratoire
Le métabolisme respiratoire est évalué par la mesure de I’intensité respiratoire (IR) des
Plantes d’¢lodée. L’intensité respiratoire est suivie a 1’aide d’une électrode a oxygeéne de
Clarck couplée a un ordinateur. La concentration initiale en oxygene du milieu
d’¢lectrode en équilibre avec 1I’atmosphére est de 240 umoles (Djebar et Djebar, 2000).
3.8. Analyse statistique
L’analyse statistique des données est effectuée par le test T de student qui sert a

comparer entre deux échantillons (Témoin et traité). Ce test est réalisé¢ a 1’aide d’un

logiciel d’analyse des données Minitab (version 14.0) (Dagnelie, 1999).
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Résultats

1. Evolution de la croissance pondérale chez Elodea canadensis traitée par le
cadmium

La figure 06 illustre I’évolution de la croissance pondérale d’Elodea Canadensis suite

au traitement par des concentrations croissantes de cadmium.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
_ 0,6 -
= 05 -
:g 04 - H Poids initial
- 0,3 - H 7 jours
0,2 4 14 jours
0,1 -
O .
T 10 20 40 80 160
Cd (kM)

Figure 06: Effet du traitement par le Cadmium sur la croissance pondérale
d'Elodea Canadensis apres 7 et 14 jours de traitement

On constate chez les échantillons témoins, une augmentation remarquable dans le poids
des plants d’Elodea canadensis ; par contre chez les échantillons traités avec le
cadmium (10 et 20uM), on observe une légere diminution du poids de ces derniers pour
la période de 7 a 14 jours, cette diminution est d’environ (5%) chez les traités par (10 et
20 uM). La diminution de cette croissance pondérale reste assez remarquable pour les
échantillons traités avec de fortes concentrations de cadmium chez les traités avec
40uM et (7%) chez les traités avec 80 uM et de 1’ordre de (23%) chez les traités avec

160pM.
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2. Evolution du taux des protéines totales chez Elodea canadensis suite au
traitement par le cadmium

La figure 07 illustre 1’effet du cadmium sur les variations des protéines totales chez

« Elodea canadensis » aprés traitements de 7 et 14 jours.
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Figure 07: Effet du traitement par le cadmium sur les variations du taux de protéines totales
chez Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

On constate durant la période de 7 jours qu’il y a une augmentation considérable
maximum du taux des protéines totales a 40uM puis nous notons une diminution aux
fortes concentrations.

Apres 14 jours de traitement, on remarque un effet beaucoup plus important a partir de
40uM avec des baisses de (90%) pour 80 et 160 uM mais I’aspect évolutif est le méme

de 0240 uM.
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3. Evolution du taux de la proline chez Elodea canadensis traité par le
cadmium

La figure 08 illustre I’effet du cadmium sur la synthése de la proline dans les plantes

d’Elodea canadensis apres traitement de 7 et 14 jours.
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Figure 08: Effet du traitement par le cadmium sur les variations du taux de proline chez
Elodea canadensis apres 7 et 14 jours de traitement.

Selon nos résultats, nous observons apres un traitement de 7 jours de cadmium, une
augmentation trés hautement significative des concentrations de proline dans les plantes
« Elodea canadensis » de 0 a 160 uM.

Apres traitement de 14 jours, Nous notons une augmentation dés 10 uM puis stable a

160 pM.
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4. Dosage de la GSH chez Elodea canadensis traitée par le cadmium

La figure 09 représente la variation de la quantit¢ du GSH en fonction des différentes

concentrations de cadmium dans un intervalle de temps (7 a 14 jours).
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Figure 09: Effet du traitement par le cadmium sur les variations du taux de GSH chez
Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

Nous constatons, aprés une exposition au cadmium (7 jours de traitement), une
diminution remarquable (30%) du taux de GSH de 0 a 160 pM.

Apres 14 jours de traitement, des niveaux trés bas du taux de la GSH deés 0 a 160 uM.
On peut conclure que la quantité de GSH subit une croissance régressive en fonction des
différentes concentrations de cadmium par rapport au témoin a 7 et 14 jours du

traitement.
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5. Dosage de la GST chez Elodea canadensis traitée par le cadmium

Les données obtenues apres dosage de 1’activité spécifique GST exprimées en

nmoles/min/pg de protéines chez "Elodea canadensis sont regroupées dans la figure 10.
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Figure 10: Effet du traitement par le cadmium sur les variations de 'activité GST chez
Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

D’apres la figure 10, aprés 7 jours de traitement, on remarque que l’activité GST
augmente a partir de 80 uM et maximal a 160 pM environ de (90%) par rapport au

témoin.

Apres 14 jours de traitement de cadmium, des niveaux trés bas de I’activité GST de 0 a

160 uM ont été remarqués chez les plants d’¢lodée.
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6. Effet du cadmium sur P’activité catalase

Les résultats obtenus de 1’activité CAT en fonction des différentes concentrations de

cadmium apres traitement de 7 et 14 jours sont représentés sur la figure 11.
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Figure 11 : Effet du traitement par le cadmium sur les variations de 'activité catalase chez
Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

Les résultats du suivi de 1’activité catalase, enregistré dans la figure 11 apres 7 jours de
traitement révelent que cette derniere augmente chez les concentrations de 0 a 20 uM
puis diminue chez les plus fortes concentrations 160 uM d’environ (66%).

Apres 14 jours de traitement de cadmium, 1’activité catalase diminue au niveau plus bas

avec les concentrations les plus fortes 80 et 160 uM.
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7. Effet du cadmium sur I'activité ascorbate peroxydase (APX)

La figure (12) met en évidence I’effet du cadmium sur ’activité ascorbate peroxydase

dans les plantes d’Elodea canadensis.
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Figure 12: Effet du traitement par le cadmium sur les variations de l'activité APX chez
Elodea canadensis apres 7 et 14 jours de traitement.

Sur la figure 12, aprés 7 jours de traitement de cadmium, on constate une augmentation
maximum a 20 uM puis une diminution chez les plus fortes concentrations.

Aussi une augmentation maximale de cette activité (APX) a 40 uM apres 14 jours de
traitement puis une diminution pour les plus fortes concentrations de cadmium (80 et

160 uM).
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8. Effet du cadmium sur la teneur en chlorophylle (a, b et a+b)

Les effets du cadmium sur la teneur en chlorophylle (a, b, atb) en fonction de
différentes concentrations de cadmium apres 7 et 14 jours de traitement sont représentés

dans les figures (13, 14 et 15).
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Figure 13: Effet du traitement par le cadmium sur les variationsdu taux de la chlorophylle (a)
chez Elodea canadensis aprés Tet 14 jours de traitement.
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Figure 14 : Effet du traitement par le cadmium sur les variations du taux de la chlorophylle (b)
chez Elodea canadensis aprés Tet 14 jours de traitement.
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Figure 15: Effet du traitement par le cadmium sur les variations du taux de la chlorophylle
(atb) chez Elodea Canadensis apres 7et 14 jours de traitement.

Sur la figure 13, on constate que le taux de la chlorophylle (a) a tendance a diminuer
durant le traitement 7 et 14 jours a partir de la concentration 20 uM d’environ (50%).
Le traitement par le cadmium provoque une baisse progressive du taux de chlorophylle
b qui atteint plus de 240% a la plus forte concentration (figure 14).

D’apres la figure 15, on remarque une diminution de la teneur en chlorophylle (a+b).
La présence du cadmium affecte le taux de chlorophylle en fonction des concentrations
de ce métal et du temps, une baisse importante du taux de chlorophylle a+b observée a
160uM. L’addition du cadmium a réduit la synthése des chlorophylles (a, b, a+b) chez

tous les plants traités.
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Résultats et Discussion

9. Effet du cadmium sur le métabolisme respiratoire

L’évolution du métabolisme respiratoire de la plante aquatique Elodea canadensis apres

7 et 14 jours de traitement par le cadmium est présentée dans la figure (16 et 17).

250

N
o
o

[any
(Sa)
o

(%)
o

=——0uM
—i—10pM
=he—20pM
=>e=40pM
== 80uM
=0-160uM

Oxygense du milisu (n mol/ml)
=
o
(@]

o

Temps {min)

Figure 16: Effet du traitement par le cadmium sur les variations du métabolisme

respiratoire chez Elodea canadensis aprés 7 jours de traitement.

On constate que les échantillons témoins présentent une respiration tout a fait normale

avec une consommation d’O, proportionnelle au temps de mesure. Chez les échantillons

traités, on remarque une augmentation dans la consommation d’Os,.
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Figure 17: Effet du traitement par le cadmium sur les variations du métabolisme
respiratoire chez Elodea canadensis aprés 14 jours de traitement.

La figure (17), illustre les effets du Cadmium sur le métabolisme respiratoire de la
plante aquatique Elodea canadensis, aprés 14 jours de traitement, cette figure indique
une perturbation dans la respiration des feuilles traitées par rapport au témoin, cette
perturbation se traduit par une augmentation du taux du métabolisme respiratoire chez
les feuilles traitées par les deux premicres concentrations 10uM et 20uM par apport au
témoin, et une diminution de la respiration chez les plants traitées par les fortes

concentrations de cadmium (40, 80 et 160uM).

46



CHAPITRE III Résultats et Discussion

10. Effet du cadmium sur le métabolisme photosynthétique

Les figures 18 et 19 illustrent I’effet du cadmium sur le métabolisme photosynthétique
aprés 7 et 14 jours de traitement ou on remarque une libération d’O, dans le milieu pour

les plants traités a différentes concentrations de cadmium.
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Figure 18: Effet du traitement par le cadmium sur les variations de la photosynthese chez
Elodea canadensis aprés 7 jours de traitement.
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Figure 19: Effet du traitement par le cadmium sur les variations de la photosynthése chez
Elodea canadensis aprés 14 jours de traitement.
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La figure 18, montre ’effet du cadmium sur les variations de la photosynthese chez la
plante « Elodea canadensis » aprés 7jours de traitement ; on note qu’il y a une forte
consommation d’oxygene a 10 et 20 pM.

Apres 14 jours de traitement, une faible consommation d’oxygeéne pour toutes les

concentrations.
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11. Evolution de la croissance pondérale chez Elodea canadensis traitée par le
Zinc

La figure 20 illustre I’évolution de la croissance pondérale d’Elodea Canadensis suite

au traitement par des concentrations croissantes du zinc.
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Figure 20: Effet du traitement par le Zinc sur la croissance pondérale
d'Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

D’apres la figure 20, on note qu’il y a une augmentation et évolution du poids max a

0 uM (Témoin), apres 7 jours de traitement au zinc, on remarque que le poids des
plantes traitées a (10 et 20 uM) diminue de (15%) ; une diminution dans le poids
¢galement est notée pour les traités a (40, 80 et 160 uM) d’ordre de (25%) par rapport
aux poids initial.

Aprés 14 jours de traitement au zinc, on a constaté une forte inhibition du poids chez
tous les plants traités qui reste constante a (40, 80 et 160 uM), ce qui prouve que le zinc

a un effet plus au moins important sur 1’évolution de cette plante.
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12. Evolution du taux de protéines totales chez Elodea canadensis suite au
traitement par le Zinc

La figure 21 illustre I’effet du zinc sur les variations des protéines totales chez « Elodea

canadensis » apres traitements de 7 et 14 jours.
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Figure 21: Effet du traitement par le Zinc sur les variations du taux de protéines totales
chez Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

On constate une augmentation du taux des protéines totales aux faibles concentrations
(10 et 20uM) suivie d’une diminution aux fortes concentrations (40, 80 et 160uM) chez
Elodea canadensis comparativement aux plantes témoins aprés 7 jours de traitement.

Le taux de protéine tend a diminuer aprés 14 jours de traitement au zinc d’une fagon
stable pour les échantillons de concentrations (témoin, 10 et 20uM) et diminue

progressivement aux fortes doses de zinc environ (20%) par rapport aux témoins.
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13. Evolution du taux de la proline chez Elodea canadensis traité par le Zinc

La figure 22 présente les différentes variations du taux de la proline chez Elodea

canadensis apres traitement de 7 et 14 jours.
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Figure 22: Effet du traitement par le Zinc sur les variations du taux de proline chez Elodea
canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

Selon la figue 22, nous remarquons qu’aprés un traitement de 7 jours, il y a une
augmentation du taux de proline par rapport au témoin. Cette augmentation est
d’environ (10 %).

Nous notons aussi, une augmentation trés remarquable du taux de proline apres
traitement de 14 jours chez les plantes traitées avec de faibles doses de zinc (10, 20 et
40 uM) qui tend a diminuer d’environ (25 %) chez les plantes traitées avec de fortes

concentrations (80et 160 uM).
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14. Dosage de la GSH chez Elodea canadensis traitée par le zinc

La figure 23 représente la variation de la quantit¢ du GSH en fonction des différentes

concentrations de cadmium dans un intervalle de temps (7 a 14 jours).
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Figure 23: Effet du traitement par le zinc sur les variations du taux de GSH chez
Elodea canadensis apres 7 et 14 jours de traitement.

Apres 7 jours de traitement au zinc, nous constatons une augmentation évolutif du taux
de la GSH max a 160 uM. Le taux de GSH est trés bas apres 14 jours de traitement au

zine.
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15. Effet du zinc sur ’activité GST chez Elodea canadensis traitées par le zinc

La figure 24 illustre les données obtenues aprés dosage de 1’activité spécifique GST

exprimées en nmoles/min/pg de protéines chez Elodea canadensis.
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Figure 24: Effet du traitement par le zinc sur les variations de l'activité GST chez
Elodea canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

D’apres la figure 24, on remarque que la GST diminue en fonction des différentes
concentrations croissante du Zn apres 7 et 14 jours. L’activit¢ GST diminue jusqu’a un

niveau tres bas a 80 et 160 uM environ (90%).
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16. Effet du Zinc sur ’activité catalase

La figure 25 montre ’effet du Zn sur les variations de 1’activité catalase chez Elodea

canadensis apres7 et 14 jours de traitement.
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Figure 25: Effet du traitement par le zinc sur les variations de l'activité catalase chez
Elodea canadensis apres 7 et 14 jours de traitement.

Sur la figure 25, on constate que le traitement (apreés 7 jours) par le Zn aux faibles
concentrations (10 et 20 uM) a tendance a stimuler 1’activité enzymatique CAT, alors
qu’une baisse est observée a partir de la concentration 80uM environ (40%).

Apres 14 jours de traitement au zinc, une augmentation maximum de I’activité catalase

a 40 uM qui diminue aux fortes concentrations 80 et 160 uM environ de (25%).
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17. Effet du Zinc sur I'activité ascorbate peroxydase(APX)

La figure 26 illustre les variations de D’activit¢ APX chez les plantes d’Elodea

canadensis apres 7 et 14 jours de traitement par le zinc.
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Figure 26: Effet du traitement par le zinc sur les variations de 'activité APX chez
Elodea Canadensis aprés 7 et 14 jours de traitement.

D’apres la figure 26, on constate que le traitement par le Zn aux faibles concentrations a
tendance a stimuler D’activité enzymatique APX aprés 7 jours, une augmentation
maximale a 20 et 40 uM puis une diminution de cette activité aux fortes doses environ
(30%). Apres 14 jours de traitement au Zn, une augmentation a 20 pM qui tend a

diminuer progressivement aux plus fortes concentrations de Zn environ (10%).
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18. Effet du zinc sur la teneur en chlorophylle (a, b et a+b)

Les effets du zinc sur la teneur en chlorophylle (a, b, a+b) en fonction de différentes
concentrations de cadmium aprés 7 et 14 jours de traitement sont représentés dans les

figures (27, 28 et 29).
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Figure 27: Effet du traitement par le zinc sur les variations du taux de la chlorophylle (a)
chez Elodea canadensis apres 7et 14 jours de traitement.
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Figure 28: Effet du traitement par le zinc sur les variations du taux de la chlorophylle (b)
chez Elodea canadensis aprés Tet 14 jours de traitement.
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Figure 29: Effet du traitement par le zinc sur les variations du taux de la chlorophylle (a+b)
chez Elodea canadensis aprés 7et 14 jours de traitement

Sur la figure 27, 28 et 29, aprés traitement de 7 jours et 14 jours au zinc, on constate
que le taux de chlorophylle a, b et a+b, augmente a 10 pM et diminue progressivement

jusqu’a la plus forte concentration 160 pM.
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19. Effet du zinc sur le métabolisme respiratoire

L’évolution du métabolisme respiratoire de la plante aquatique Elodea canadensis apres

7 et 14 jours de traitement par le zinc est présentée dans la figure (30 et 31).
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Figure 30: Effet du traitement par le zinc sur les variations du métabolisme respiratoire chez
Elodea canadensis aprés 7 jours de traitement.

D’apres la figure 30, On constate que les échantillons témoins présentent une respiration
tout a fait normale avec une consommation d’O, proportionnelle au temps de mesure.
Le traitement par les différentes concentrations de zinc montre que le métabolisme
respiratoire d’Elodea canadensis est fortement inhibé par rapport au t€émoin aprés un

traitement de 7 jours.
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Figure 31: Effet du traitement par le zinc sur les variations du métabolisme respiratoire

chez Elodea canadensis aprés 14 jours de traitement.

La figure 31 illustre I’évolution de la consommation d'oxygene par Elodea Canadensis

suite au traitement par des concentrations croissantes de zinc.

Nous constatons une perturbation de I'évolution de l'oxygeéne consommé par Elodea

Canadensis aprés 14 jours de traitement par rapport au témoin.
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20. Effet du zinc sur le métabolisme photosynthétique

Les figures 32 et 33 illustrent I’effet du zinc sur le métabolisme photosynthétique apres
7 et 14 jours de traitement ou on remarque une libération d’O; dans le milieu pour les

plants traités a différentes concentrations de zinc.
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Figure 32: Effet du traitement par le zinc sur les variations de la photosynthése chez
Elodea canadensis aprés 7 jours de traitement.
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Figure 33: Effet du traitement par le zinc sur les variations de la photosynthése chez
Elodea Canadensis aprés 14 jours de traitement.
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Nous remarquons qu’il y a une inhibition de la photosynthése pour les échantillons

traités avec le zinc par rapport au témoin.
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Discussion

Dans ce dernier chapitre nous nous proposons de procéder a une discussion générale
des principaux résultats obtenus dans notre travail. Le Cadmium (Cd) est un élément
non essentiel et toxique, sans aucune signification métabolique alors que, le zinc (Zn)
est un ¢élément essentiel requis par de nombreux enzymes vitaux et joue un role

structurel important en tant que stabilisant de protéines et les membranes.

Le zinc est connu pour avoir un effet stabilisateur et protecteur sur les membranes
biologiques contre les dommages oxydatifs (peroxydation), la perte d'intégrit¢ de la
membrane (Cakmak, 2000 et Powell, 2000), et également 'altération de la perméabilité

de la membrane (Bettger, 1981).

L’exposition des plantes aux métaux lourds peut entrainer de nombreux troubles
physiologiques et biochimiques. Le traitement avec du cadmium et du zinc affecte de
manicre significative la croissance des plantes "Elodea canadensis", des études
montrent que le cadmium a tendance a affecter de facon significative les parameétres de

croissance (Chugh et Sawhney, 1995; Herrieche, 2004).

Les résultats obtenus dans notre travail viennent confirmer ceux obtenus par
Zoghlami et al., (2006), Lycopersicon esculentum ou 1’on note que 1’accumulation et la
distribution de certains oligo-¢éléments dans les tissus de la plante dépendent de

I’intensité du stress et de la nature de I’organe cible.
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Dans notre expérimentation ce parameétre est jugé trés élevé provoquant ainsi de forte
perte en termes de rendement. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que 1’accumulation
de ce xénobiotique dans la plante serait a I’origine de 1’inhibition du développement des
fleurs et ceux en stimulant de fagon importante la synthése de certaines hormones

(Ethylene) utilisées dans le phénomeéne de détoxification (Heller et al., 2000).

La qualité de la croissance peut indiquer l'existence d'un effet délétére causé par le
cadmium (Stratton et al.,, 1979), ce paramétre peut constituer un moyen pour la

détermination des effets des herbicides sur les organismes aquatiques.

Kelly et al., (1979) constatent que I’allongement racinaire est affecté négativement
en fonction de concentrations croissantes en cadmium. De plus, les travaux sur le chéne,
Epron et al., (1999) montrent que les traitements salins modérés et élevés altérent
fortement 1’¢longation des racines. Ceci montre que ce parameétre est un trés bon
indicateur/ biomarqueur de la pollution. De plus les travaux de (Alayat, 2015) montrent
que le cadmium provoque une diminution significative du taux de germination des

graines de blés et d’orge.

Les plantes pi¢gent les radicaux libres et les peroxydes en induisant plusieurs
enzymes antioxydantes, ainsi qu’un certain nombre de métabolites (Scandalios, 2002;

Clijsters et al., 1999; Mittler, 2002).

Les plantes exposées a des doses toxiques de pesticides, induisent des enzymes
antioxydantes, un mécanisme bien démontré de protection pour minimiser les

dommages oxydatifs cellulaires (Aust ef al.,1985; Mazhoudi et al., 1997; Mittler, 2002).
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Nos résultats montrent une augmentation de la quantité de protéine dans les plantes
traitées en présence des différentes concentrations de Cd mais également de Zn, ceci
s’expliquerait par le fait que la présence de xénobiotique a I’intérieur des tissus stimule
la syntheése protéique de nombreuses enzymes entre autres celles intervenant dans la
détoxification, ceci vient appuyer les résultats de Singh et al., (2004) qui montre que
I’accumulation des protéines dans les racines et les feuilles de tomate est

proportionnelle a celle du métal.

Chaoui, (1997) montre que la quantité de protéine est non affectée dans les parties
stimulées par le Cd et le Zn chez Phaseolus vulgaris. D’autres travaux (Wollgieh et
Newmann, 1995) reportent I’induction de protéine spécifiques au choc thermique sous

I’effet d’un stress métallique ce qui montre leur rdle dans la réponse adaptative.

La stimulation du taux des protéines enregistrée au niveau des plantes, traduit
I’existence des protéines synthétisées lors du stress généré par les métaux lourds
existants éventuellement dans les milieux hydriques expérimentaux, tel que rapporté
dans les travaux de Dixon et al., (2003). Cette augmentation des protéines s’expliquerait
aussi par le fait que la présence de xénobiotiques a I’intérieur des tissus, stimule la
synthése protéique de nombreuses enzymes entre autres celles intervenant dans la
détoxification, ce qui est en parfait accord avec les résultats de Stolt et al., (2003) qui
indiquent que [’exposition des plantes a différentes concentrations de cadmium a
tendance a provoquer une augmentation de la synthése des protéines particulicrement

des phytochélatines dont le role est la détoxification.
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Gardés-albert et al., (2003) expliquent I’augmentation des protéines par le fait que
la plante cherche a protéger son intégrit¢é morphophysiologique, en réponse aux
dommages et aux effets défavorables induit par le xénobiotique en ¢laborant des

protéines dont le role est la neutralisation de la molécule herbicide.

Stalt et al., (2003) indiquent que 1’exposition des plantes a différentes concentrations
de cadmium a tendance a provoqué une augmentation de la synthése des protéines
particulicrement des phytochélatines dont le rdle est la détoxification. Ces mémes
auteurs rapportent que pres de 80% du xénobiotique est détoxifié par ce type de

protéines.

L’accumulation de Cd dans les plantes contaminées est accompagnée par

I’induction du niveau des biomarqueurs tel que le Glutathion, APX, CAT et GST.

Au cours de notre étude, nous avons remarqué que lorsque les plantes sont soumises
a un stress chimique, la GSH et I’activit¢ GST semblent étre sensibles et répondent
rapidement a la présence du polluant. Le dosage des taux de GSH dans les plantes
traitées par le Cd suggere la participation active de cet élément dans la détoxification
des especes réactive a 1’oxygene générées par le Cd. Ce résultat est confirmé par les

observations rapportées par Asada et Takahashi, 1987.

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux de Zhu et al., 1999 ; Cao et al., 2004 et
Freeman et al., 2004 chez lesquelles le niveau de GSH est rehaussé avec 1’augmentation

de la tolérance a I’accumulation du Cd pour des faibles concentrations, et aussi avec les
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observations rapportées par Gallego et al.,1996 ; Nagalakshmi et Prasad, 2001 ;
Ducruix et al., 2006, ou le niveau de GSH diminue en réponse au stress induit par les

fortes concentrations de cadmium.

Le glutathion joue de nombreux rdles physiologiques chez les végétaux (May et
al.,1998). 1l représente une forme importante de stockage de sulfure réduit, et participe a
I’allocation en sulfure des différents compartiments cellulaires et des différents organes
(Herschbach et Rennenberg, 1991). C’est également un régulateur de I’expression
génique (Wingate et al.,1988; Baier et Dietz, 1997) et un précurseur des phytochélatines
(PC) jouant un réle prédominant dans la séquestration des métaux chez les végétaux

(Clemens, 2006a; Clemens, 2006b).

Le GSH sert également de substrat pour la glutathion S-transférase (GST) qui
catalyse sa conjugaison avec des xénobiotiques, participant ainsi a leur détoxification
(Marrs, 1996). Il est impliqué dans la régulation redox du cycle cellulaire (Gyuris et
al,,1993). Du fait de sa forte concentration dans les tissus végétaux et de son fort
pouvoir réducteur, le GSH participe au statut redox cellulaire en jouant le role de
tampon redox dans les cellules (Foyer et Noctor, 2000; Foyer et al., 2001; Foyer et

Noctor, 2003).

Concernant les taux de GST (glutathion S-transférase), nos résultats expriment un
phénomene de résistance aux métaux lourds, ce qui suggere que cette variabilité devrait
étre due en partie au degré selon lequel les organismes peuvent détoxifier ces métaux

aux différents stades de leur cycle vital. La glutathion S-transférase (GST) est une
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enzyme de phase II, qui joue un role important a la fois dans la protection anti-
oxydative et dans le métabolisme des xénobiotiques.

Elle catalyse la conjugaison du glutathion endogéne (GSH) avec un grand nombre de
structures variées, cette conjugaison induit le plus souvent une détoxication de

composés cyto- et génotoxiques (Marrs, 1996).

Il s‘agira ici de savoir si la GST a plutot un réle dans le mécanisme de détoxication
des pesticides ou si elle intervient seulement comme enzyme de protection contre le
stress oxydant. Pour cela nous comparerons les réponses obtenues par d‘autres enzymes

du stress anti-oxydatif comme 1‘ascorbate péroxidase.

La catalase qui est localisée essentiellement dans le peroxysome, participe dans
dégradation de H,O, généré par le cadmium (Foyer et al., 1994). Dans notre travail, on
constate que D’activité de cette enzyme augmente aux faibles concentrations de
cadmium pour chuter ensuite aux fortes concentrations. Ceci pourrait s’expliquer par le
fait qu’aux faibles concentrations de cadmium, il y a déclanchement des systémes de
détoxification qui pour la plus part sont formés d’enzymes dont principalement la
catalase. Ceci permet ainsi a la plante de tolérer puis de s’adapter au xénobiotique ce qui
se traduit par une augmentation de ces enzymes (CAT). Aux fortes concentrations de
cadmium, les systémes en question sont dépassés et les enzymes sont complétement
inhibées ceci est en parfait accord avec les travaux de Chaoui et al., (1997) et Cho et

Park, (2000).
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Une étude menée par Maria et al., (2009) sur I’Ecophysiologie de la tolérance
d’Elodea canadensis a 'exposition au nickel, montre qu’une augmentation de 1’activité

CAT est observée.

L’APX réduit H,O, en eau en utilisant I’ascorbate comme donneur d’électron qui
résulte de la dehydro ascorbate. Il est recyclé en ascorbate qui utilise la GSH comme
donneur d’¢lectron et le Glutathion oxydé (GSSG) est converti en GSH par NADP-H

qui dépend de I’enzyme glutathion réductase (Asada et Takahashi, 1987).

L’activit¢ APX, enzyme trés importante dans le systetme de défense, induit une
réponse aux différents traitements de Cd chez les racines de tomate. L’ APX protege
la cellule contre les dommages oxydatives par H202 toxique (Sbartai, 2008). Nos
résultats sont comparable a ceux obtenus par (Kampfenkel et al., 1995 ; Wecky et
Clijsters, 1996 ; Patra et Panda, 1998 ; Prasad et al., 1999 ; Rucinska et al., 1999 et
Gallego et al., 2002) sur ’activité APX. La stimulation de cette enzyme traduit bien la

mise en place chez les cellules des plantes traitées d’un état de tolérance.

La proline est un acide aminé souvent considéré comme un biomarqueur de stress
(Dinakar et al., 2008 ; Szabados et Savouré, 2009). L’accumulation de la proline
constitue aussi un véritable mécanisme de tolérance au stress (Slama et al., 2005).
L’existence chez les céréales d’une variation intra spécifique pour I’accumulation de la
proline sous I’effet du stress hydrique suggere la possibilité d’une sélection, sur la base
de ce caractere, des génotypes qui auront une bonne capacité a survivre et un rendement

en grains stable en conditions hydriques limitantes (Bergareche et al., 1993). Pour cette
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raison, certains auteurs comme, Bellinger et al., (1991) proposent 1’accumulation de la

proline comme technique de sélection.

Selon un autre point de vue, 1’accumulation de proline n’est pas une réaction
d’adaptation au stress, mais plutot le signe d’une perturbation métabolique (Hanson et
al.,1977; Hermandez et al., 2000). L’origine de la proline accumulée sous stress n’est
pas totalement éclaircie. Elle est soit synthétisée de nouveau a partir de [’acide
glutamique (Glu) ou via D’ornisitole (Orn), qui sont utilisés comme précurseurs

(Samaras et al.,1995).

Les hydrates de carbone peuvent étre des facteurs essentiels dans I’accumulation de
la proline, car la synthése des protéines est liée automatiquement au métabolisme des
glucides et a la respiration (dans le cycle de Krebs) par I’intermédiaire 1’a cétoglutarate
qui forme le statut carbonique pour la synthése de la proline (Chaib, 1998). L’addition
de Dlornithine dans le milieu de culture augmente la source de la proline par
I’intermédiaire de I’enzyme ornithineamino-transferase (Chaib, 1998). L’accumulation
de la proline induite par les stress, peut étre le résultat de trois processus
complémentaires : stimulation de sa synthése ; inhibition de son oxydation et/ou

altération de la biosynthése des protéines (Tahri et al., 1998).

La cinétique de la fluorescence chlorophyllienne est utilisée pour étudier les effets
des stress abiotiques sur le rendement de la photosynthése et principalement sur
I’activité des photosystemes PSII (Krause et Weis, 1991). Djekoun et Planchon, (1991)

ont confirmé I’intérét des mesures in vivo de la fluorescence chlorophyllienne pour
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I’étude de 1’adaptation des plantes cultivées aux contraintes de I’environnement. Il est
clairement exposé dans la littérature que la photosynthése et les échanges gazeux des
feuilles sont affectés par plusieurs stress dont, la salinité, le stress hydrique, le stress
métallique, la compaction du sol, une nutrition inadéquate...etc. (Thripathi etTripathi,

1999).

Le Dosage de la chlorophylle dans les feuilles d’élodée exposées au cadmium
montre une forte diminution de sa quantité en fonction des différentes concentrations du
métal ce qui confirme les résultats de Gallego et al., (1996), Moustakas et al., (1997) et
Singh et al., (2004) qui rapportent une dégénération fréquente de la quantité de
chlorophylle et caroténoides chez les plantes exposées a différentes concentrations du
métaux lourds. Clijsters et al., (1999) et Sanita di Toppi et al., (1998) expliquent cette
régression par I’existence d’'un dommage oxydatif et les perturbations des potentiels

¢lectrochimiques (ApH+ et AW) induit par ’accumulation des métaux lourds.

Les résultats de (Alayat, 2015) soulignent que le cadmium induit un abaissement des
concentrations en chlorophylles (a, b et atb) et en caroténoides chez les céréales. Ceci
s’accorde avec de nombreux travaux qui rapportent une réduction de la concentration en
chlorophylle sous I’effet du cadmium (Wang et al, 2006 ; Groppa et al, 2007) et des
métaux lourds en général (Mysliwa-Kurdziel et al., 2002 ; Li et al., 2007). D’autres
auteurs (Van Assche et Clisters, 1990 ; Farago, 1994 ; Oncel et al., 2000) rapportent que
le cadmium pourrait empécher la formation du complexe photoactif
photochlorophyllide- NADPH- Enzyme en inhibant I’enzyme protochlorophyllide
réductase ou encore la y-aminolévalinique déshydrogénase et ce suite a ’interaction du

cadmium aux groupements thiols (SH) des enzymes.
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Les investigations basées sur des évaluations de la fluorescence chlorophyllienne ont
prouvé que le PSII est tout a fait résistant au stress hydrique. Une grande partie du stress
hydrique a été orientée pour diriger les effets de la déshydratation sur les réactions

biochimiques de la photosynthése (Heitholt et al., 1991).

Yakhlef et Djekoun, (2000) suggerent que la survie des plantes au manque d’eau est
en partie due a l'entretien de la capacité photosynthétique des feuilles, permettant le

rétablissement rapide des plantes suite a une période de stress hydrique.

Sous un stress hydrique, une diminution de la teneur en chlorophylle est remarquée
chez le bl¢ dur (Bousba et al., 2009). Pour limiter les pertes en eau par évaporation et
aussi I’augmentation de la résistance a I’entrée du CO, atmosphérique nécessaire a la
photosynthése, 1’économie de I’eau se traduit par une turgescence relative moins

affectée par le stress conduisant a une dilution de la chlorophylle (Slayter, 1974).

Tahri et al.,(1998) mettent en évidence une augmentation de la teneur en proline
foliaire sous I’effet du stress suivie par un abaissement dans les teneurs en pigments

chlorophylliens totaux (Chlorophylles a et b).

Les résultats de Tahri et al., (1998) révélent une certaine proportionnalité, mais
inverse, entre les teneurs en proline accumulées et les teneurs en pigments
chlorophylliens perdues. Ainsi la variété qui accumule plus de proline est aussi celle qui
connait la plus forte diminution de ses teneurs en pigments chlorophylliens et vice versa

(Tahri et al.,1998).
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Aprés D’entrée symplastique dans le xyléme, les métaux lourds sont ensuite
transportés vers les parties aériennes par le courant transpiratoire. L’effet le plus
habituel et le moins spécifique des métaux lourds consiste en une réduction de la
croissance des différentes parties de la plante. Selon I’importance du stress, les feuilles
peuvent présenter une chlorose due a la fois a une perte de chlorophylle, a une relative

augmentation des caroténoides et a une déficience en fer (Romanowska, 2002).

La photosynthese et la respiration sont deux phénoménes que produisent les plantes
vertes. Sous une lumicre particulicrement intense, la photosynthése est le processus
dominant. Pendant la nuit, ou en absence de lumicre, la photosynthése cesse, et la
respiration devient le processus dominant : la plante consomme des nutriments (pour sa

croissance ou une autre réaction métabolique).

Concernant la Respiration, nous avons remarqué que le traitement des plantes
d’¢lodée réduit fortement 1’activité respiratoire. Cette inhibition serait d’une part due a
la présence des ROS qui sont connus comme ¢éléments perturbateurs aussi bien du
métabolisme respiratoire que de la photosynthese (Kiss et al, 2003 ; Kuciel et
Mazurkiewicz, 2004) et d’autre part elle pourrait étre expliqué par le passage rapide du

cadmium a ’intérieur des racines.

En effet, il a ét¢é montré qu’au niveau des racines de blé dur certains canaux
calciques voltage dépendant de la membrane plasmique connus sous [’appellation
(RCA) et qui controlent AY membranaire, sont perméable au cadmium et ceux en
absence de Ca++ (White, 2000). Cette pénétration rapide du cadmium entraine une forte

perturbation de la chaine respiration plus précisément au niveau du site responsable de
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I’oxydation des substrats provenant du cycle de Krebs. Le cadmium peut ainsi inhiber

certains enzymes déshydrogénase et les NADPH-dépendants.

Cependant, la consommation d’O2 diminue sous stress métallique sévére, tout en
indiquant des dommages métaboliques (Loesch et Kohl, 1999). Aussi nos résultats vont
dans le méme sens que ceux de Bouchlaghem et al., (2011), qui explique que
I’inhibition de la respiration di aux effets des poussieres métalliques, sur les mousses
et les lichens est due a la perturbation de la phosphorylation oxydative mitochondriale.
Cette perturbation serait expliquée en partie par l'interférence de certains métaux lourds
dans les activités enzymatiques et respiratoires par conséquent, dans le mécanisme de

phosphorylation del'ADP en I'ATP par 'ATPase.

Les métaux lourds sont signalés pour influencer les échanges gazeux respiratoires.
Nos résultats appuyent ceux de Maria et al., ( 2009) sur la tolérance du nickel chez
« Elodea canadensis », il a été noté que l'impact de la respiration dans la quantité totale
d’échange d'oxygene a été 1égerement améliorée aprés le traitement d’Elodea avec Ni.
Le traitement avec des concentrations plus élevées de Ni conduit a une diminution

progressive de la respiration.

Le métabolisme photosynthétique suit des fluctuations en fonction des différentes
concentrations du métal. A de faibles concentrations de Cadmium et de zinc, la
photosynthése reste active mais toujours inférieure a celle observée chez les témoins
contrairement aux fortes concentrations ou elle est inhibée. Nos résultats corroborent

avec ceux obtenus par Israr et al., (2000).
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Il est connu que les photosynthétats frais ont une influence bien plus nette sur le

métabolisme énergétique que les photosynthétats de réserve (Leclerc, 1999).

Les métaux induisent également une réduction de I’activité de la photosynthése qui
résulte soit d’un effet direct sur le transport des électrons et les enzymes du cycle de
Calvin (en particulier de la Rubisco) soit d’un effet indirect, en raison d’une diminution
de la teneur en chlorophylle (Stobart et al., 1985 ; Van Assche et Clijsters, 1986 ;
Chatterjee et Chatterjee, 2000 ; Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2002 ; Romanowska,

2002).

On contraste avec la photosynthése, une stimulation de la respiration souvent
observée, en réponse aux métaux lourds qui pourrait s’expliquer par une demande
accrue d’ATP, générée par la phosphorylation oxydative, permettant de compenser la

production limitée d’ATP par photophosphorylation (Romanowska et al., 2002).
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Conclusion

Face a I’extension de la contamination de la biosphere a cause de la pollution engendrée
par le développement économique, il est indispensable de tenter, de protéger
I’environnement de ’homme et les ressources renouvelables et donc la mise au point
des outils nécessaires pour évaluer et surveiller la santé de I’environnement.

De nombreux macrophytes sont distingués par leur role de filtration et d’épuration
hydrique. L'effet épuratif spécifique a ces plantes aquatiques, dépend de leur résistance
vis-a vis des ingrédients actifs provoquant d’éventuels effets secondaires, sur leur
métabolisme.

Les capacités d’épuration de « Elodea canadensis » lui permettent de filtrer les eaux
usées, grace au grand pouvoir absorbant de leur systéme racinaire. Ce dernier possede
une grande faculté d’absorber les xenobiotiques et un taux d’accumulation élevé.

Notre travail vient confirmer les observations des travaux réalisés préalablement sur
d’autres especes végétales et particulierement « Elodea canadensis » par rapport a
l'effet des concentrations croissantes de cadmium et de zinc sur certains métabolismes
biochimiques.

Les résultats obtenus quant a I’effet des xénobiotiques sur 1’¢lodée permettent de noter
un certains nombre de points :

L’utilisation du cadmium et du zinc comme source de stress pour 1’¢lodée nous a permis
de mieux comprendre ces comportements vis-a-vis des polluants. Les résultats obtenus
prouvent bien la présence d’un stress oxydant en réponse a 1’accumulation des

xénobiotiques au niveau des tissus du Macrophyte.
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Ce stress se traduit par une inhibition du taux des chlorophylles a 7 jours du traitement,
une augmentation du taux des protéines a 7 et 14 jours du traitement ; la croissance
pondérale est affectée par la présence du polluant ou on observe une diminution de ce
parametre en fonction des différentes concentrations du métal et du temps, et enfin une
augmentation du taux de proline apres 14jours en fonction des mémes concentrations de

Cd et de Zn et par rapport aux témoins.

En ce qui concerne I’étude des biomarqueurs, les résultats obtenus dans cette partie
mettent en évidence le potentiel d'accumulation des xénobiotiques dans les plantes
aquatiques et la capacité de ces plantes pour survivre aux xénobiotiques dans ces
macrophytes. Paralléllement, les enzymes antioxydantes qui protégent les cellules du
métabolisme augmentent (APX, CAT, GST) et une diminution du GSH est observée

chez « Elodea canadensis ».

Enfin concernant les paramétres métaboliques, a savoir la respiration et la
photosynthése, il apparait clairement qu’elles sont tres affectées en présence du Cd et
Zn. 11 faut noter que les effets du cadmium observés sur « Elodea canadensis », nous
laissent supposer que les deux phénomenes touchés par le cadmium et le zinc sont la
respiration et la photosynthése, pour cela le role que pourrait jouer la mitochondrie et le

chloroplaste reste a élucider.

I1 en ressort de cette étude que le stress oxydant engendré par la présence des métaux
lourds chez une plante aquatique « Elodea canadensis » peut étre diminué ou corriger
par la présence de certains biomarqueurs qui font partie du systeme de défense de la

plante.
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Perspectives

Au terme de cette étude, il serait en effet intéressant de :

- Compléter ces résultats par une étude histologique

- Analyser I’évolution de ’activité respiratoire des mitochondries isolées a partir
des racines des plantes « Elodea canadensis » en fonction des différentes
concentrations de cadmium et de zinc.

- Identifier et évaluer les parameétres physico-chimiques des eaux purifiées par les
macrophytes.

- Effectuer des tests de génotoxicité sur les feuilles d’¢lodée a fin de déterminer

I’impact du cadmium et le zinc sur le génome.
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ABSTRACT: Elodea canadensis is a submersed macrophytes, widely distributed in Aquatic environment
and able to remove heavy metals from water. This study examines the Cd toxicity on Elodea canadensis.The
aim of this research was to study damaging effects of prolonged cadmium exposure on leaves of Elodea
canadensis treated for 7 and 14 days with different concentrations of cadmium (0, 10, 20, 40, 80, 160
MM).These effects have been studied by measuring the plant growth, photosynthetic activities and the stress
effects in response to cadmium exposure were also investigated by evaluating the levels of some
biomarkers (GSH and GST activity).The results obtained show a dose-related inhibition of the growth and
decrease of photosynthetic activities of Elodea canadensis compared to the control. We noted also a
significant and dose-related increase in GST activity associated with decrease of GSH level .To deal with the
cadmium induced oxidative stress, Elodea canadensis activated antioxidant enzymes to diminish the effects

of Reactive Oxygen Species (ROS).

Keywords: Elodea Canadensis, cadmium, Respiratory metabolism, photosynthesis, biomarkers.

INTRODUCTION:

Heavy metals are widely released from human
activities, such as agriculture and industries, and
considerate high toxic for environment and all living
organism, human health included. Effectively, heavy
metals are easily transported and accumulated in
environment, causing air, ground and water pollutions
and the contamination of various organisms (Aksoy et
al., 2005).

Cadmium (Cd) is a bivalent, non-essential and
highly toxic heavy metal and one of the most studies
ones with a well-known phytotoxicity. Indeed,
numerous works have indicated that Cd causes nutrient
deficiency in plants (Zoghlami et al., 2006 ; Lépez-
Millan et al., 2009) and induces inhibition of
chlorophyll biosynthesis and a decline in the
photosynthetic rate (Tukaj et al., 2007 ; Lopez-Millan
et al., 2009). In addition, Cd greatly disturbed the cell
wall organization and affected membrane-located
activities, as ATP production (Dorta et al., 2003) and
ion uptake (Das et al., 1997). Cd toxicity, also,
enhanced oxidative stress by increased levels of
reactive oxygen species (ROS) (Sharma et al.,2009).

Submerged aquatic plants are known to accumulate
metals from their environment and affect metal fluxes
through those ecosystems (Singh et al., 2011). Elodea
canadensis is a submerged freshwater macrophyte,
which absorbs mineral elements through its wide leaf
surfaces directly from the aquatic medium. Various
studies have demonstrated the potential use of this
specie to reduce organic matter or remove heavy metals
from polluted water (Dunbabin et al., 1992 ; Eugelink
,1998, Mishra et al., 2009).The Cadmium accumulation
in these plants can caused various physiological and
biochemical modifications. By this fact, and the aim of
this study is the possible use of these changes to
evaluate the response of FElodea canadensis to
cadmium exposure and to understand its mechanisms
of resistance and/or adaptations to heavy metal stress,

by following the respiratory and photosynthesis
metabolism and some stress biomarkers (GSH, GST).

MATERIALS AND METHODS:
Biological material

The biological material chosen for our investigation
is an aquatic plant Elodea Canadensis, these
submerged macrophytes was used as model system to
study toxic effects and biological responses upon
exposure to cadmium perturbations.
Chemical material

Cadmium (Cd) is a bivalent, non-essential and
highly toxic heavy metal, whose concentration in air,
soil and waters of the earth is continuously increasing
due to industrial and urban activities and agricultural
practices. One of the most toxic metals is a persistent
contaminant that accumulates in the environment.
Large amounts of this metal are released annually in
various environmental compartments and may pose a
significant threat to the ecosystem (Pacyna et al.,
1995).
Treatment

Plants of Elode a Canadensis are washed with
distilled water and cultured in nutriment solution
medium, ph = 7.4 (containing 67.32 mg/l de Ca2+ ,
10.08mg/l Mg2+, 4.82mg/l K+, 11.96 mg/l Na2+,
27.36 mg/l SO,**, 20.82 mg/l CI', 216.07 mg/l HCO3,
2.5 mg/l NO3, 1.00 mg/l NO-2, 2.33 mg/I Si2 and 1000
ml of distilled water) used as control.
In the same medium and after few days of
acclimatization to the laboratory condition, the addition
of different cadmium concentration (0, 10, 20, 40, 80,
100 pM) was applied for 7 and 14 days of treatment.
Measurement of Biochemical and Enzymatic
Parameters

After treatment of submerged macrophytes, the
leaves are collected for analysis of various parameters
as respiratory metabolism, photosynthesis and some
stress biomarkers (GSH, GST).
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Determination of Glutathione (GSH)

The glutathione was assayed by the method of
Weckberker and Cory, 1988, based on measuring the
absorbance of the 2-nitro-5 mercapturic resulting from
the reduction of the acid 5-5 'thiol-bis- 2-nitrobenzoic
acid (DTNB) by the thiol groups (-SH) glutathione.

Determination of activity Glutathione S-
transferase (GST)

The glutathione S-transferase activity is performed
by the method of habig et al., 1974. It is based on the
conjugation reaction between GST and a substrate,
CDNB (1-Chloro-2,4-dinitrobenzene) in the presence
of a cofactor: glutathione (GSH). This activity is
measured at a wavelength of 340nm by a
spectrophotometer visible/UV (Jenway 63000).

Study of Respiratory and photosynthetic
metabolism

The apparatus used is an oxygen electrode,
HANSATECH type, wich allows the measurement of
the production or consumption of oxygen.

The intensity of photosynthesis of Elodia Canadensis
is measured by the oxygen electrode as for the
respiration rate when the sample is hidden by a black
box to speed up the metabolic process (Djebar et al
2000).

Statistical anlalysis

The statistical analysis is performed by the student
test that compares the averages of two populations
using data from two independent samples, conducted
using a data analysis software: Minitab (version 16.0)
(Dagnelie, et al., 1999)

“tn

RESULTS AND DISCUSSION:
Glutathione variations (GSH)
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Fig 1. Evolution of GSH level as a function of times and
different cadmium  concentrations on  Elodea
Canadensis after 7 and 14 days of treatment.

Figure Ol illustrates the effects of the various
concentrations of Cadmium on the GSH rate after 7
and 14 days of treatment. Indeed, the level of GSH
decreased from (0.00478 uM/mg of protein) in control
to (0.093uM/mg of protein) in cells treated by the
strongest concentration of our molecule for the 7 days
treatment, and from (0.008uM/mg of protein) in
control to (0.003uM/mg of protein) in cells treated by
strongest concentration (160uM) of our molecule for
14 days treatment.

GSH is considerate as one of the most frequently
used indicators of stress biomarkers preventing damage
to important cellular components caused by reactive

oxygen species and free radicals (Pompella et al,
2003). Statistical analysis revealed significant
differences in the rate of GSH between the control and
our 5 concentrations used for 7 and 14 days of
treatment.

Glutathione S-transferase activity (GST)
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Fig 2. Evolution of glutathione S-transferase activity as
a function of different cadmium concentrations on E.
canadensis after 7 and 14 days of treatment.

The Figure 2 show a dose-dependent increase of

GST activity on the E. Canadensis treated with
different Cadmium concentrations compared to the
control after 7 and 14 days of treatment.
The GST increase from (0.0027uM/mg of protein) in
the control to (0.393uM/mg of protein) in the
E.Canadensis treated with the cadmium concentrations
of 160uM.

After 14 days of treatment, the GST activity on the
E.Canadensis was increased by the treatment with the
different cadmium concentration. The GST increase
from (0.011pM/mg of protein) in the control to
(0.015uM/mg of protein) with the strongest
concentrations of our molecule.

GST plays a vital role in detoxification response
during oxidative stress, provides a first line of defense
after toxic heavy metal insult, and catalyzes the
conjugation of the reduced form of GSH to xenobiotic
substrates for their elimination (Cherait et al., 2014).
Statistical analysis revealed significant differences in
the rate of GST between the control and our 5
concentrations used for 7 and 14 days of treatment.

Effects of cadmium on the respiratory
metabolism
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Fig 3. Evolution of oxygen consumption as a function of
different cadmium concentrations on E. canadensis
after 7 days of treatment.
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The figure 3 represents the evolution of oxygen
consumption after 7 days of cadmium treatment of
E.Canadensis. The results obtained indicate a dose-
dependent decrease on the all E.Canadensis treated
with different cadmium concentration compared to the
control.
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Fig 4. Evolution of oxygen consumption as a function of
different cadmium concentrations on E. canadensis
after 14 days of treatment.

The figure 4 represents the evolution of oxygen
consumption after 14 days of cadmium treatment. The
results indicated the perturbation on the all
E.Canadensis  treated with different cadmium
concentration compared to the control.

Effects of cadmium on the photosynthesic
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Fig 5. Evolution of photosynthetic activity as a function
of different cadmium concentrations on E. canadensis
after 7 days of treatment.
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Fig 6. Evolution of photosynthetic activity as a function
of different cadmium concentrations on E. canadensis
after 14 days of treatment.

The figure 5 and 6 below shows a marked increase
in the amount of oxygen produced in the middle, dice
the second minute of recording for all the
concentrations. The maximum amount of oxygen
produced is recorded at 9min for the control with (45
and 49 nmol O2/ml).

DISCUSSION:

Cadmium (Cd) is a non-essential and toxic element,
without any metabolic significance. Cd2+ ions are
known to affect the structure and function of
chloroplasts in many plant systems such as Triticum
aestivum (Neelima,1991 ; Loggini,1999; and Prasad,
1995). The primary site of action by any heavy metal
has been reported to be the photosynthetic pigments
especially the biosynthesis of chlorophyll and
carotenoids (Baszynski 1980 and Prasad, 1995). Cd
inhibiting chlorophyll biosynthesis and the proper
development of chloroplast structure have been
reported in Pennisetum typhoideum (Prasad, 1987) and
T. aestivum (Malik, 1992).

The treatment with cadmium significantly affects
the growth of plants "Elodea candensis", similar in
vitro studies show that cadmium tends to significantly
affect the growth parameters (Chugh et al., 1995;
Herrieche, 2004).Treatment with cadmium at low
concentrations appears to positively affect all the
morphological parameters of elodea plants. Cadmium
at low concentrations rather seems to activate some
metabolic processes involved in the growth and
development of E. canadensis.

Respiratory metabolism, we found that the
treatment of Elodea plants greatly reduced respiratory
activity, this inhibition is firstly due to the presence of
ROS, which are known as disruptive as well as
elements of the respiratory metabolism of
photosynthesis (Kiss et al., 2003; Kuciel et al.,2004)
and secondly it could be explained by the rapid passage
of cadmium in roots. Indeed , it has been shown that
the roots of some durum voltage dependent calcium
channels in the plasma membrane, known as the
appellation ( RCA), are permeable to cadmium , and
those in the absence of Ca++ (White, 2000).

This rapid penetration of cadmium causes a strong
disturbance of the respiratory chain specifically at the
site responsible for substrate oxidation from the Krebs
cycle. Cadmium can thus inhibit certain enzymes
dehydrogenases and NADPH-dependent. While the
photosynthetic metabolism following fluctuations in
function of the different concentrations of the metal. At
low concentrations of cadmium, photosynthesis
remains active but still smaller than the control in
contrast to high concentrations where it is inhibited.
Our results are consistent with those obtained by (Israr
et al., 20006).

The use of these modifications for the evaluation of
toxicity of these polluants was largely discussed in
various organisms (Prasad et al., 2001; Perry et al.,
2002; Dhir et al., 2004; Pavlikova et al., 2008). Indeed,
this species was shown to accumulate heavy metals
such as Cd, Se, and Cu in their tissues (Thiébaut et al.,
2010; Qian et al, 1999). These plants were therefore
used for the evaluation and monitoring of metals in
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water (Wahaab et al, 1995; Kihkonen et al., 1999;
Cardwell et al., 2002). In addition, aquatic plants could
be used in phytoremediation to reduce organic matter
or remove metallic pollutants from water. (Dunbabin et
al.,1992; Mishra et al., 2009). Some of this research
was conducted using Elodea sp. (Miretzky et al., 2004;
Olette et al., 2008).

The induction of detoxifying enzymes of plants
under stress conditions is often reported (Nimptsch, et
al., 2007). Plant cells are able to protect their lives
through the use of enzyme mechanisms GST (Apel et
al.,2004). The treatment with different concentrations
of cadmium induce a high activity of GST, this could
be explained by the entry of xenobiotics in plant cells
(Elodea Canadensis) and induction of detoxification
system (Lagadic et al., 1997).

Our results agree with those reported by dazy et
al.,2009, where they found maximal activities of GST
and significant decrease of GSH in samples from
polluted area.

Glutathione plays a central role in the process of
intracellular defense and exists in two forms, oxidized
GSSG and reduced GSH. GSH deficiency exposes the
cell to a risk of oxidative damage (Sies,1991), through
its ability to bind to heavy metal ions (Adam et
al.,2005). The glutathione-enzymes include glutathione
peroxidase (GSH-Px) and glutathione S-transferase
(GST) involved in the detoxification reaction
intermediates and oxygen radicals (Yu, 1994).The level
of GSH decreased in cells treated by different
concentration of cadmium. Several studies confirm the
results and help to better explain the relationship
between the decrease in GSH and an increase in GST
activity.

CONCLUSION:

In conclusion, our results showed that cadmium is
toxic in concentration dependent manner to the
submersed macrophytes Elodea canadensis. The
physiological and biochemical process in plants was
significantly affected by stress of cadmium. To deal
with the cadmium induced oxidative stress, Elodea
canadensis adopt a defense strategies by activation of
some stress biomarkers (GSH and GST activity) to
diminish the effects of reactive oxygen species.
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