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ABSTRACT

Significant amounts of heavy metals are discharged in aquatic environment due to
industrial and human activities. This retention in the environment exerts toxic effect
on fauna, flora, and human. In this context, plants are interesting. Indeed, plants,
which are directly confronted with the toxic compounds of the medium, could be not
only used as biomarkers of toxicity, but also as a tool for pollutants removal.

The objective of this research was to investigate the effectiveness of Lemna gibba for
the phytoremediation of mixed metals and to determine the changes in some of
physiological parameters from this plant. The experiments were conducted under
controlled conditions.

In the first part, the response surface methodology was used to describe the
individual and interactive effects of initial Cd** concentration and initial Ni**
concentration on the duckweed (growth parameters, photosynthetic pigment), in
parallel their removal in the same conditions. A second-order quadratic model can
approximate the mathematical relationship between responses and two significant
independent variables, which shows the influence of each variable and their
interactions. Analysis of variance showed the relative significance of process
parameters in responses. High correlation was found between the experimental and
predicted results, reflected by R?.

In second part, treatment of Lemna gibba with increasing cadmium-nickel
concentration in the culture medium was investigate to measure physiological and
biochemical responses. The results suggested that an adaptation and tolerance
mechanisms with increased accumulation of sugar, amino acids and proline
compared to the control and heavy metals removal efficiency was drastically reduced
along with cadmium -nickel concentration increased. Kinetics of cadmium and nickel
was biphasic; it was rapid during the first days and slow during the following.

In the third part, reversibility effects of heavy metals in plants was investigated to
perform recovering experiments by following biochemical parameters in cadmium-
nickel pre-stressed lemna gibba after cadmium-nickel had been removed from the
nutrient solution. The results suggested a remedial of effects of heavy metals on the

plants resulted in decrease on sugar, amino acids and proline.

Keywords: Heavy metals, Lemna gibba, Ecotoxicology, Phytoremediation



RESUME

Les éléments traces (ETMs) sont déversés dans I'environnement aquatique en
raison des activités industrielles et humaines. Ces déversements ont un impact
toxique sur la faune, la flore et 'hnomme. Certaines plantes aquatiques peuvent étre
trés utiles en tant qu’indicateurs de toxicité mais également pour I'élimination de ces
polluants.

Nos travaux ont consisté en ['étude des capacités de Lemna gibba a la
phytoremédiation d’'un mélange d’ETMs et a déterminer les changements de certains
parametres physiologiques. Les expériences ont été réalisées dans des conditions
contrélées.

Premiére partie : Le plan de surface a été utilisé pour décrire les effets individuels et
interactifs entre la concentration initiale en cadmium et en nickel sur les parameétres
ecotoxicologiques de la lentille d'eau et sur les taux d’abattement de ces métaux. Un
modéle mathématique de second degré a permis de mettre en relation les réponses
et les deux variables, en indiquant l'influence de chacune des variables et de leurs
interactions. Une analyse de la variance a montré l'importance relative de ces
variables dans les réactions. Une forte corrélation a été également trouvée entre les
résultats expérimentaux et prédits.

Deuxiéme partie : La culture a des concentrations croissantes en cadmium-nickel
de Lemna gibba a été étudiée pour mesurer les réponses physiologiques et
biochimiques. Les résultats de I'accumulation des sucres, des acides aminés et de la
proline par rapport au témoin indiquent des mécanismes d’adaptation et de tolérance
par la plante. Les cinétiques d’abattement des éléments traces sont biphasiques,
elles sont rapides en début de traitement suivies de ralentissements. Ces taux sont
inversement proportionnels a la concentration cadmium-nickel.

Troisiéeme partie : Les effets réversibles des élements traces sur lemna gibba, aprés
mise en culture de la plante pré-stressée dans un milieu ne contenant pas de
cadmium et de nickel, ont été analysés. Les résultats ont montré une réduction de la
concentration des sucres, des acides aminés et de la proline indiquant les effets

réversibles des éléments traces.

Mots-clés : métaux lourds, Lemna gibba, écotoxicologie, phytoremédiation
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INTRODUCTION GENERALE

La contamination des eaux de surface et profondes par les éléments traces
métalliques (ETMs) constitue un probléme environnemental majeur a I'échelle de la
planete. Bien que les éléments traces métalliques soient présents a I'état naturel
dans les eaux par des événements géochimiques naturels, I'homme avec ses
activités est responsable de la libération et de la dispersion d’une importante quantité
de ces éléments par les industries, les eaux useées, les engrais et les pesticides. Le

milieu aquatique d’eau douce constitue le premier réceptacle de ces rejets.

Les ETMs sont des micropolluants de nature a entrainer des nuisances méme
quand ils sont rejetés a faibles concentrations (ug/l), ces derniéres sont souvent
compenseées par un effet volume compte tenue de l'importance des débits des eaux
rejetées. La rémanence et la bioaccumulation des ETMs dans les organismes
aguatiques posent un sérieux probléme écologique [1]. En effet, les ETMs se
concentrent au fur et a mesure le long de la chaine trophique par le phénomene de
bioaccumulation et de biomagnification [2], d’'ou des conséquences néfastes sur

'environnement et la santé humaine.

Suite a ces constats, pour protéger I'environnement et I’'homme en particulier,
des reglements et des Iégislations au plan national et international sont mis en place.
Sur le plan national, la Iégislation Algérienne a légiféré dans ce cadre. Les décrets
exécutifs n° 06-141 du 19 avril 2006 [3] et n°09-209 du 11 juin 2009 [4] ont fixé des
normes aux rejets industriels contenant divers polluants y compris les ETMs. Et selon
I'arrété interministériel du 22 janvier 2006 [5] et les décrets n°11-125 du 22 mars
2011 [6] et n°® 11-219 du 12 juin 2011 [7] des valeurs seuils de polluants métalliques

dans les eaux de consommation ont été imposeées.

Dans ce contexte de préservation des ressources naturelles et de la protection
de I'hnomme que s’inscrit notre étude. L'objectif majeur est la dépollution des eaux
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contaminées par des ETMs par un procédé écologique : la phytoremédiation. La
phytoremédiation est définie par I'utilisation des capacités naturelles des plantes a
absorber les contaminants, organiques ou minéraux, présents dans leurs milieux de
développement et de les immobiliser, les accumuler voir les transformer. Cette
technique est considérée comme prometteuse pour traiter de grandes surfaces et de

grands volumes d’eau contaminée.

Le travail expérimental réalisé a été consacré a l'estimation d’'une part du
pouvoir de phytoremédiation d’une espéece autochtone, Lemna gibba, vis-a-vis d’'un
mélange binaire cadmium-nickel et d’'autre part a I'estimation de l'impact de ce

mélange sur la physiologie et la biochimie de cette derniere.

Le premier volet traitera d’'une fagon globale des effets du mélange binaire
cadmium-nickel sur les parametres écotoxicologiques de L. gibba, principalement les
parametres de croissance et de la concentration des pigments photosynthétiques, et

de son pouvoir a réduire ces métaux contenus dans le milieu de culture.

Le deuxiéme volet comporte deux parties distinctes et complémentaires. La
premiére partie sera consacrée a I'évaluation de certains parametres biochimiques
(sucres, acides aminés et proline) de la plante en réponse a la présence de cadmium
-nickel dans le milieu de culture et a la cinétique d’élimination de ces éléments. La
deuxiéme partie sera consacrée a l'estimation de la réversibilité probable des effets
des ETMs sur les plantes pré-stressées et remises en culture dans un milieu normal
ne contenant pas de cadmium-nickel par la détermination de ces mémes réponses
biochimiques et par la détermination de la concentration de cadmium-nickel dans les

milieux de culture renouvelés.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



18

CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Introduction

La dénomination “éléments traces métalligues (ETMs)” ou simplement

“élément-trace” est souvent confondue a celle de métal lourd, de micropolluant

métallique ou encore d’oligo-élément [8].

Le terme de micropolluant métallique implique trois notions : élément a
caractére métallique, élément polluant (accumulation au-dela d’'un certain seuil dans

le milieu revét un danger pour les organismes) et enfin élément-trace.

D’un point de vue chimique, les métaux sont des éléments de la classification
périodique formant des précipités insolubles avec les sulfures. lls sont caractérisés
par I'existence d’'un réseau métallique a I'état solide et par une tendance a s’oxyder.
lls sont au nombre de 68 éléments naturels. Sous leurs formes élémentaires pures,
ils présentent les caractéristiques physiques communes suivantes: bonne
conductivité électrique et thermique, haute densité, malléabilité et ductilité [8].
D’autres éléments dits métalloides, Si, Ge, As, Se, Sb et Te, sont assimilés aux

métaux pour leurs caractéres métalliques partiels [9].

D’un point de vue physique, le terme métaux lourds désigne les éléments
métalliques naturels, métaux ou métalloides, caractérisés par une masse volumique

supérieure & 6 g.cm™ (parfois la définition donne une limite de 4,5 ou 5,0 g.cm™) [10].

Ces éléments sont présents naturellement dans la crolte terrestre et dans
tous les organismes vivants a des concentrations tres faibles et variables selon les
milieux et les organismes. Lorsque leur teneur est inférieure a un pour mille en
moyenne dans la crodte terrestre ce sont des éléments traces de la crodte. Lorsque
leur concentration est inférieure a 0,1 pour mille dans les étres vivants, certains
auteurs donnant une limite de 1 % dans les plantes, ils sont qualifiés d’éléments-
traces des étres vivants. De ce fait, ils sont désignés par le terme « éléments traces

métalliques » [11].
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Les oligo-éléments sont des éléments-traces indispensables aux étres vivants.
lls sont carencés si la concentration de ces éléments dans leurs tissus est inférieure
a un seuil. Les oligo-éléments ne sont pas les mémes pour les animaux et pour les

plantes [8].

1.2. Origines des éléments traces

On distingue généralement deux origines aux éléments-traces ; une origine

naturelle et une origine anthropique.
a. Origines naturelles

On identifie plusieurs sources naturelles de métaux dans un cycle
géochimique naturel non perturbé : I'altération naturelle des roches présentes
a la surface terrestre, les émanations volcaniques et les fentes sous-marines
hydrothermales [12, 13].

b. Origines anthropiques

Les principales sources des pollutions anthropiques de ces métaux sont
les activités industrielles, miniéres, agricoles et urbaines mais aussi les

guantités croissantes de déchets domestiques [13 - 16].

— Activités industrielles

Les activités industrielles sont une source variée de pollution
métallique, telles : industries de traitement de surface (Cd, Zn, Ni, Cr),
les produits industriels en fin de vie (déchets), les effluents de garage,
teintureries, lavage de voitures ...

— Activités agricoles

De nombreux fertilisants organiques et minéraux employés en
agriculture contiennent des métaux, par exemple :

Les fumiers contiennent du Zn et du Cu ;

Les boues urbaines issues du traitement des eaux usées épandues
sur les terres agricoles comme fertilisant contiennent du Zn, du Pb, du
Cu, du CretduCd;

Les engrais a base de chaux peuvent étre riches en Pb, et dans une

moindre mesure en Zn, Cu et Cd ;
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Les engrais phosphatés contiennent également du Zn, Cu et Cd ;
Les pesticides et certains fongicides sont également riches en
métaux tels que le Cu, I'As, le Hg, le Pb et le Zn ;

- Activités urbaines et domestiques

Les activités domestiques et urbaines sont aussi des sources de
contamination en ETMs dont les modes de dispersion sont variés :

fumées, égouts, voiture...
Les fumées de combustibles fossiles ;

Les combustions d’huiles, de papiers, de déchets organiques
urbains (incinération d’ordures ménageéres), les décharges et les

émissions automobiles ;

Les particules résultant de I'usure des pneus et des freins sont aussi
une source d’accroissement des teneurs en Cu, Pb, Zn, Cr, Ni ou Cd

dans I'’environnement ;

Les eaux de ruissellement urbaines (voiries/parking) ainsi que les
rejets d’eaux usées (effluents domestiques (excréments...), produits
cosmetiques, produits médicaux et de nettoyage...) jouent un role dans
les flux de pollution arrivant dans les canaux car elles sont chargées en

polluants tels le Cd, le Zn et le Cu.

1.3. Propriétés biologigues des ETMs

Parmi les ETMs, on distingue les éléments métalliques dits « essentiels » des

éléments dits « non essentiels ».

Les éléments métalliques essentiels sont des oligoéléments (ex. Zn, Mn, Cu).
lIs jouent un rdle prépondérant dans les fonctions physiologiques de la faune et la
flore. lls sont nécessaires au développement des organismes vivants. Ce caractére
essentiel est lié a leurs rbles de cofacteurs et de biocatalyseurs (catalyseurs
enzymatiques) dans un grand nombre de molécules biologiques. La bioaccumulation
des métaux essentiels est donc un processus naturel, exigé par tous les organismes
vivants afin de satisfaire a leurs besoins métaboliques ; ils sont indispensables a

faibles concentrations mais sont toxiques a fortes concentrations [17].
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Les éléments non essentiels (ex. Cd, Pb, Hg), sont des éléments pour
lesquels aucune fonction physiologique n’a été identifiée a ce jour. lls sont toxiques a
de tres faibles concentrations [17]. lls sont qualifiés de contaminants stricts [8]. Ces
éléments créent un stress oxydant dans les cellules ou ils s’accumulent, entrainant
un dysfonctionnement des organes (inhibition de croissance, atteintes au cycle de
reproduction, motilité réduite) et parfois la mort de I'organisme [12]. Certains de ces
éléments toxiques sont assimilés a la place des éléments essentiels par analogie et

sont ainsi intégrés dans des cycles biologiques (ex. Cd/zn) [18].

L’exposition aigué des organismes vivants a une dose élevée d’élément-trace
(qu’il soit oligo-élément ou contaminant strict) ou I'exposition chronique par
'accumulation dans les tissus entrainent des effets de toxicité. Le passage de la
fonction d'oligo-€élément a celle d’élément toxique dépend de la nature, de la teneur

et de la disponibilité de I'élément et du milieu considéré [8].

1.4. Biodisponibilité et spéciation des éléments-traces dans les systemes aquatiques

Les apports et les flux de plusieurs métaux traces dans les écosystemes
aguatiques ont fortement augmenté notamment a cause de I'expansion des activités
anthropiques [19, 20]. A partir de leurs points d’émission, les ETMs vont emprunter
différentes voies de dispersion pour se retrouver dans le milieu aquatique. Les
cheminements pris par les ETMs dépendent de leur mode d’introduction (rejets
directs dans les rivieres, dans I'atmosphére ou sur le sol) ainsi que de leur forme

physique (solide, liquide ou gazeuse) [21].

1.4.1. Biodisponibilité

La biodisponibilité métallique est un concept qui résume I'aptitude d’un métal a
étre transféré du milieu aquatique vers le compartiment interne des organismes [22].
Ce transfert s’effectue essentiellement par absorption. La biodisponibilité est corrélée
essentiellement au métal et a l'organisme vivant considéré. Le métal est dit
bioaccessible s’il est sous une forme environnementale disponible (spéciation,
dissolution) pour étre en contact avec l'organisme et s’absorber sur la paroi

by

biologique. Il est ensuite dit biodisponible a partir du moment ou il est absorbé,
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bioaccumulé, bioconcentré par l'organisme avec la possibilité d'étre distribué,

métabolisé, éliminé, accumulé, détoxifié et actif envers les sites d’action toxique [23].

1.4.2. Spéciation

La spéciation d'un métal définit sa répartition parmi différentes formes
physiques ou chimiques [24]. La « spéciation physique » d’'un métal fait appel a sa
distribution entre des formes particulaires (>200 nm), colloidales (10-200 nm) ou
dissoutes (< 10 nm), alors que la « spéciation chimique » d’'un élément renvoie
surtout a son implication dans la formation de divers complexes de coordination
(Tableau 1.1) [12].

Tableau 1.1 : Spéciation chimique des métaux [12].

Forme Exemples

lon métallique libre APP*(H,0)6
CU2+(H20)6

Hydroxo-complexes AIOH*, AI(OH),"*, AI(OH),™,
FeOH*", Fe(OH),", Fe(OH), -,
Cu(OH),°

Complexes simples inorganiques AIF?*, AIF,"

CdcClI*, cdCl,’, CdCl;~
HgCl,°, HgOHCI

CuCO;’
CdSO,
Complexes simples organiques
- Synthétiques Cu-EDTA*
Cd-NTA"™
- Naturels Cd-alanine
Cd-citrate
Complexes polyméres organiques Al, Fe, Cu, Pb ou Hg — acide

fulvique ou humique
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Les transformations entre ces différentes especes métalliques impliquent des
réactions de complexation (formation de liaisons faibles) ou des réactions
d’oxydation/réduction, ces réactions sont réversibles. Cette spéciation est largement
déterminée parla chimie du milieu (ex. : pH, dureté, salinité, concentration en
matiere organique dissoute) dans lequel le métal se trouve et a son affinité aux
ligands disponibles plutét qu'a sa forme initiale rejetée dans le milieu récepteur [12,
25].

1.5. Impact des éléments traces sur I'environnement aguatique

Comparés aux polluants organiques, les ETMs ne peuvent étre dégradés par
des processus chimiques ou biologiques dans les milieux aquatiques [19, 20, 26]
mais s’accumulent dans les organismes aquacoles [20, 27].

Au-dela de l'observation des effets des ETMs a I'échelle individuelle,
'accumulation des ETMs dans I'environnement aquatique améene a la perturbation
du fonctionnement des écosystémes naturels (populations et communautés). En
effet, il arrive parfois que les effets des métaux soient indirects, c’'est-a-dire transmis
via la chaine trophique. La contamination par les métaux peut perturber les réseaux
trophiques en modifiant la diversité taxonomique, la structure et la taille des
communautés [25]. La concentration des ETMs se trouve augmentée au fur et a
mesure des absorptions dans la chaine alimentaire par la coexistence de deux
phénomenes, la bioaccumulation et la biomagnification. Le polluant présent dans les
algues, les végétaux et les microorganismes est ingéré par un herbivore, lui-méme
proie pour un carnivore, lui-méme proie d’'un super carnivore (animal ou homme). En
bout de chaine, on se trouve donc avec un consommateur final ayant bioaccumulé

différentes formes solubles de ces métaux [28].

1.6. Translocation des ETMs dans les plantes aquatiques

Quatre étapes sont observées lors de linteraction entre les ETMs et les

organismes vivants, en l'occurrence les plantes aquatiques [12] :

- Advection ou diffusion du métal (et de ses complexes) de la solution vers

la surface biologique ;
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- Diffusion du métal au travers de la couche protectrice externe ;

- Complexation du métal a des sites physiologiqgues dans la couche
protectrice ;

- Internalisation du métal : la réponse biologique globale comprendra la
bioaccumulation du métal (sorption, internalisation) ainsi que les effets
induits par le métal bioaccumulé sur des processus variés (photosynthese,

respiration, croissance, etc....).

En s’approchant de la surface du végétal, le métal rencontrera une couche
protectrice composée de polysaccharides. Les macromolécules présentes dans cette
couche renferment une variété de groupements fonctionnels, dominés par I'oxygene
comme atome donneur (groupements — C(O)OH, —P(O)OH ou —C(OH)). Plusieurs de
ces groupements fonctionnels peuvent se dissocier, générant une matrice de sites
chargés négativement. Le passage du métal a travers ces sites pour atteindre la

barriere membranaire est possible.

Le métal rencontrera une grande diversité des sites potentiels de liaisons dans

la membrane, lesquels se divisent en deux classes distinctes :

- Des sites physiologiquement inertes ou le métal peut se lier sans perturber

les fonctions cellulaires normales.

- Des sites physiologiqguement actifs ou en se liant, le métal affecte le
métabolisme de la cellule. La liaison du métal peut affecter soit le métabolisme
cellulaire directement dans le cas ou le site de liaison correspond a un
enzyme clé intégré a la membrane cellulaire. Soit indirectement si le site de
liaison correspond plutdt a un site de transport des métaux vers l'intérieur de

la cellule.

Il est important de souligner la nature hydrophile des espéeces métalliques.
Cette propriété contraste avec le caractére lipophile des barrieres biologiques que
devront franchir les espéces métalliques. A quelques exceptions prés (exemple
HgCLY), les métaux cationiques et leurs complexes ne pourront traverser les
membranes biologiques par simple diffusion. La prise en charge des métaux fera
appel au transport facilité impliquant des transporteurs protéiques intégrés dans la
membrane. Trois mécanismes de prise en charge par la membrane ont été identifiés
(Figure 1.1) [12, 25] :
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() transport passif : simple diffusion d’'un complexe métallique neutre (ML, et
lipophile & travers la bicouche-lipidique (ex. : HgCL,?) ;

(i) transport facilité du cation (M*") : implique un transporteur transmembranaire
protéigque ou un canal transmembranaire ;

(iii) transport facilité d’'un complexe métallique anionique (M**-Z): implique un
transporteur d’anions relativement peu sélectif, c’est le transport accidentel

de I'anion avec le métal qui est associé.

Exteérieur Intérieur
dela Membra_lne dela
cellule cellulaire cellule
or—/——0
o— - :
() M*+nLo ML e ML, °

—
-0
=
o=

(i) M#* - M-X

—0O

Oo—"=Q
O

(iif) M* + Z - MZ-A MZ

Or—=0
O'IZ:;-:IO
Figure 1.1 : Prise en charge des métaux par des organismes aquatiques -

mécanismes généraux [25].

Généralement, la voie ii prédomine aussi bien pour les métaux essentiels
(pour lesquels il existe des systemes de transport congus pour assurer/controler la
prise en charge de ces oligo-éléments nutritifs essentiels) que pour les métaux non
essentiels comme le Cd ou le Pb. Ces derniers réussissent a « tromper » les

systemes de transport cationique présents a I'interface membranaire [12].

Une fois le cytosol atteint, le métal peut réagir avec une grande diversité de
sites de complexation intracellulaires avec diverses conséquences métaboliques
[12].
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1.7. Effets du stress métallique sur les plantes aguatiques

1.7.1. Toxicité

La toxicité des ETMs sur les plantes aquatiques est observée a plusieurs
niveaux : morphologiques, physiologiques et biochimiques [27, 29]. Le premier effet
observable est une inhibition de la croissance s’accompagnant souvent de nombreux
autres indices de dysfonctionnement tels : chlorose foliaire, importantes lésions

nécrotiques, jaunissement progressif, ... [19, 30, 31].

L'inhibition de la croissance des plantes par les ETMs peut étre la

conséquence de plusieurs faits :

- Perturbation de [l'activité de certaines enzymes intervenant dans des
processus physiologiques essentiels au développement : la photosynthése
et la respiration [30 — 35].

- Induction d'un stress oxydatif par la formation exagérée d'especes
oxygénées réactives (ERO) telles: les radicaux péroxydes (Oz), le
peroxyde d'hydrogene (H202) et les radicaux hydroxyles (OH") [36]. Ces

ERO endommagent les composés cellulaires (protéines, lipides, acides
nucléiques) conduisant a des altérations des structures cellulaires, a la
mutagenese et a la mort cellulaire [12, 37 — 39]. Les ERO perturbent aussi

le transport des électrons dans les mitochondries et les chloroplastes [38].

- Restriction de la nutrition minérale et modification du statut hydrique [40,
41].

1.7.2. Tolérance

Pour réduire le stress métallique, les plantes aquatiques ont développé

plusieurs mécanismes de défense.

1.7.2.1. Systeme anti-oxydatif

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, produits en exces par la

présence des ETMs, les végétaux ont développé des systemes de défense contre
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les atteintes des radicaux libres. Ces mécanismes font appel a des molécules

enzymatiques et/ou a des molécules non enzymatiques.
a. Molécules anti-oxydantes enzymatiques

Trois types d’enzymes antioxydants sont mis en ceuvre pour la destruction des
especes réactives de I'oxygene, il s’agit des superoxydes dismutases, des catalases
et des peroxydases [12, 37, 38]. Ces enzymes ont une action complémentaire sur la
cascade radicalaire au niveau de I'anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéene

conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygéne moléculaire (Figure 1.2).

Les superoxydes dismutases (SOD) métalloenzymes capables de dismuter

I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne moins réactif.

Les catalases (CAT) agissent en synergie avec les SOD puisque leur réle est
de catalyser la réduction du peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene

moléculaire.

Les peroxydases (GPx) permettent comme les catalases la réduction du
peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire. Cependant a la différence
des catalases, les GPx nécessitent la présence d’un substrat particulier pour réaliser

leurs activités, il s’agit de I'acide ascorbique (Asc) et du glutathion (GSH).

Réaction
d’Haber-Weiss

o —m 0y —— HO

[ SOD ‘ Réaction
de Fenton
H>07
\_ CAT‘_\/
% Oz + H20 GSH _ GPx
GRd
NADP*
H,O
NADPH + H*

(Voie des pentoses phosphates)

Figure 1.2 : Enzymes impliquées dans la défense oxydative [12].
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b. Molécules anti-oxydantes non enzymatiques

Divers molécules non enzymatiques ont été décrites dans la littérature pour
leurs roles dans la défense anti-oxydante. Ses antioxydants non enzymatiques
agissent comme réducteurs ou capteurs de radicaux. lls renforcent I'action des
enzymes décrites précédemment (SOD, CAT et GPx). Parmi les composants non

enzymatiques impliqués dans I'élimination des ERO figurent :

- Les réducteurs a fonction thiol libre : ils jouent un réle trés important, tel
le glutathion (GSH). Ce dernier est présent majoritairement a I'état
réduit dans les cellules. Une augmentation de la forme oxydée (GSSG)
traduit un stress oxydatif. Le GSH agit comme donneur d’électrons
permettant d’éliminer les espéces réactives comme OHe mais surtout
comme substrat des glutathion-peroxydases pour la réduction des

peroxydes [12, 37].

- Les vitamines D et E: ils participent également a I'élimination des

especes réactives de I'oxygene a différents niveaux [12].

- Les pigments caroténoides, les acides aminés (cystéines et proline), les

polyphénols et certains flavonoides (anthocyanines) [37, 38, 42, 43].

1.7.2.2. Autres mécanismes de tolérance

D’autres systemes peuvent étre mis en ceuvre par la plante pour faire face a

ce stress métallique, tels la chélation et la séquestration.
a. Chélation et complexation des ETMs

La chélation est un processus physico-chimique qui conduit a la formation d'un
complexe entre un ion métallique positif et une substance organique. Le complexe
formé, le chélat, est alors transporté dans la vacuole. Le transport est assuré par un

transporteur spécifigue complexé a un métal.

Quatre groupes de ligands intracellulaires permettant la chélation des ETMs
ont été identifiés : Les métallothionéines (MTs), les phytochélatines (PCs), les acides

organiques et les acides aminés libres.
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Les métallothionéines (MTs) sont des protéines caractérisées par leur
forte proportion de résidus cystéines, par leur contenu élevé en cations
métalliques (essentiellement Cu et/ou Zn) et par leur forte affinité pour les
métaux [44]. Selon Yang et al. [45] et Shah et Nongkynrih [44], les
métallothionéines ont un rdle essentiel dans la modulation des effets
toxiques des métaux et tout spécialement du cadmium. Néanmoins, la
synthese des MTs ne constitue pas une réponse spécifique puisque ces
protéines s'accumulent également en réponse a d'autres stress, chocs
thermiques par exemple. Ainsi, la synthése des MTs dans des situations
variées suggerent que ces protéines seraient impliquées dans le contrble
général de I'homéostasie cellulaire plutdt que dans les réponses
spécifiques aux ETMs [46, 47].

Les phytochélatines (PCs) sont des peptides courts, classées dans une
petite famille apparentée aux MTs avec lesquelles elles partagent des
similarités de structure (riches en cystéine) et de fonction. lls forment des
complexes avec les métaux et peuvent également fonctionner comme des
« navettes » (transporteurs) pour faciliter le transport des métaux au
travers du tonoplaste jusqu'a la vacuole [42, 44]. Les complexes
phytochélatines-métaux sont moins toxiques pour le métabolisme cellulaire
de la plante que les ions métalliques libres [8]. Les phytochélatines
peuvent également jouer un réle important dans I’homéostasie cellulaire

des ions métalliques [42, 44] (Figure 1.3).

_7 malate
) 22
Zn'malate Q/\

PC-Cd

Zn-oxalate

fo

Zn*? + malate

Cd** +PC ~_ e
- cd

./

Membrane Vacuole Cytoplasme
plasmique

Figure 1.3 : Transport d’éléments traces dans la cellule (exemple du cadmium

et du zinc) [42]
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- Les acides organiques présentent un autre groupe de chélateurs
naturels. Sous cette dénomination sont classés des molécules diverses
tels des acides dicarboxyliques (acides fumarique, malique, oxalique) ou
des acides tricarboxyliques (acide citrique). Ces molécules sont clairement
impliguées dans les phénomenes d’hyperaccumulation [44, 45, 48, 49].
Ces composés forment des complexes avec les métaux et les acheminent
du tonoplaste jusqu'a la vacuole [42]. Le malate, selon Prasad et
Hagemeyer [42], est souvent présent en grande concentration dans les
plantes résistantes au Zn. Probablement, il agit comme un transporteur du
Zn durant le transport tonoplastique jusqu’a la vacuole. Une fois dans la
vacuole, le Zn se lie a des composés tels le citrate, les phytates ou
I'oxalate, tandis que le malate retourne dans le cytoplasme (Figure 1.2).

- Les acides aminés libres comme la proline, I'histidine et la cystéine
s’accumulent lors d’'un stress métallique et pourraient étre impliqués dans

la chélation de divers métaux lourds [43, 44].
b. Compartimentation vacuolaire

Une autre hypothése pouvant expliquer le phénoméne de tolérance serait
attribuée a la séquestration des ETMs dans la vacuole [44, 45]. Les ETMs sont
chélatés dans le cytoplasme cellulaire puis transportés vers la vacuole ou ils seront
séquestrés. En effet, le pH vacuolaire provoquerait la dissociation du complexe
(chélat-ETMS) ; les ions métalliques seraient alors pris en charge par d’autres acides

organiques présents dans cette organite, tel le citrate ou I'oxalate [8, 50].

1.8. Phytoremédiation

Les effets écotoxicologiques des ETMs sur I'environnement aquatique en
général et sur ’'homme en particulier incitent a trouver des moyens spécifiques pour

réduire au maximum leurs charges dans I'environnement.

Plusieurs méthodes physico-chimiques (coagulation, adsorption, osmose inverse,
etc.) sont appliquées. Ces méthodes présentent deux inconvénients majeurs : le colt
des opérations et la genése de sous produit plus toxique a I'environnement. Pour
parer a ces inconvénients la phytoremédiation trouve sa place dans la dépollution
des sites contaminés par les ETMs.
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1.8.1. Définition

Le terme phytoremédiation est composé du préfixe grec « phyto » qui signifie
plante et du mot latin « remedium » qui fait référence a I'élimination d’'un mal [51]. La
phytoremédiation est une approche de décontamination des sols, des eaux et des
airs de polluants organiques et inorganiques par l'utilisation de plantes [52, 53]. Cette
technique a pour but déliminer, de contenir ou de rendre moins toxique les
contaminants environnementaux réduisant le risque de dégradation des
écosystemes naturels [53,54]. Elle tire profit de I'énergie solaire pour extraire et

concentrer certains ETMs de I'environnement. Ce procédé comprend plusieurs

types.

1.8.2. Différents mécanismes de phytoremédiation

La remédiation par les plantes comprend plusieurs mécanismes [44, 45, 53] :
- La phytoextraction ou phytoaccumulation

Les plantes absorbent et concentrent les divers polluants provenant des
sols ou des eaux dans leurs parties récoltables (feuilles, tiges, racines). Ce
terme est employé dans le cas des métaux lourds et des composeés
organiques avec lutilisation de plantes accumulatrices et/ou
hyperaccumulatrices qui sont capables de tolérer et d’accumuler ces
polluants.

- La phytostabilisation ou rhizofiltration

Cette méthode réduit la mobilité des contaminants. Les plantes adsorbent
par les racines les polluants du sol et de I'eau de surface en les retenant
localement et réduisant leur biodisponibilité. C'est une méthode efficace
pour empécher la dispersion des polluants dans les eaux de surface et/ou

souterraines.
- Laphytodégradation

Les polluants provenant des sols et des eaux souterraines sont dégradés
par les organismes de la rhizosphéere de la plante. On parle alors de

rhizodégradation ou de bioremédiation.
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- Laphytotransformation

Certaines plantes produisent des enzymes capables de dégrader des
substances organiques absorbées ou adsorbées. Celles-ci sont
transformées en substances moins toxiques ou non toxiques par la
métabolisation des contaminants dans les tissus des plantes. Ce type de

traitement est appliqué aux eaux de surfaces et souterraines.

- Laphytovolatilisation
Processus par lequel les plantes transforment les contaminants du sol ou
des eaux polluées en éléments volatiles et les relachent dans I'atmosphere
via leurs feuilles.

- Elimination des contaminants aériens par absorption des composés

organiques volatiles par les feuilles de plantes.

1.8.3. Potentiel épuratoire des macrophytes aguatiques

1.8.3.1. Macrophytes

Les macrophytes sont des plantes aquatiques macroscopiques [55]. Ce sont
des organismes vivants autotrophes capables de réaliser en présence de I'énergie
solaire la synthése de leurs composés organiques a partir des éléments nutritifs

prélevés dans le milieu.

Les macrophytes aquatiques ont une remarquable plasticité morphologique et
physiologique. lls occupent de trés grandes surfaces dans les écosystemes
aquatiques colonisant préférentiellement les secteurs peu profonds, on parle alors de
proliférations végétales. L'architecture de ces espéces est dépendante des gradients
de facteurs mésologiques fréquemment observés dans les cours d’eau comme la

lumiére, la vitesse du courant et les nutriments disponibles dans le milieu [56].

Les macrophytes d’eau douce regroupent plusieurs embranchements : les
charophytes, les bryophytes, les pteridophytes et les spermaphytes [56, 57]. En
fonction de leurs fixations aux substrats et leurs positions le long du gradient
hydrométrique, les macrophytes sont classés en [58] :

- Macrophytes libres :

Ce sont des plantes flottantes non accrochées au substrat et occupent des
endroits abrités.
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- Macrophytes accrochés :
On distingue 3 catégories dans ce groupe :

o Les macrophytes émergents proches des plantes terrestres
(exemple les roseaux)

o Les macrophytes a feuilles flottantes, pétioles longs et cuticule
épaisse, colonisants de faibles profondeurs (exemple les
nénuphars).

o Les macrophytes submergés peuplent diverses profondeurs

(exemple I'Elodea).

Dans les lagunes, les macrophytes dont la biomasse est souvent importante
interviennent amplement dans la structure et le fonctionnement de I'écosystéme. Par
la photosynthése, ils participent a [I'équilibre des écosystémes lagunaires.
L’absorption de gaz carbonique (CO,) dissous et la libération d’oxygene (O)
permettent aux macrophytes la production primaire de substances organiques a
partir des nutriments [58]. Ces populations contribuent également a I'équilibre des

milieux lagunaires grace a [59] :

- leurs participations aux cycles de la matiere, en particulier ceux du
carbone, de l'azote et du phosphore, dans la colonne deau et les
sédiments ;

- leurs fonctions de support, d’habitat, d’abri, de lieu de ponte et de
nurseries a beaucoup d’animaux ;

- la fonction de ressource trophique directe pour certaines especes (oursins,
guelques gastéropodes, etc.) ou de ressource trophique indirecte ;

- la stabilisation des sédiments par les phanérogames, en particulier les

zosteres.

1.8.3.1.1. Lentilles d’eaux

Les lemnacées ou lentilles d’eau sont des macrophytes monocotylédones
d’organisation simple, sans tige ni feuille, flottant généralement liborement a la surface
de lI'eau. Elles ont I'aspect de tres petites lames vertes ou frondes thalloides munies
ou non sur le dessous d'une ou plusieurs racines filiformes non ramifiées. Elles

présentent la particularité de pouvoir flotter sur I'eau grace a la présence de lacunes
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aériferes. La floraison est rare et presque indiscernable. Elles se multiplient par
bourgeonnement végétatif des petits thalles [60]. La famille des lemnacées
comprend 4 genres : Lemna, Spirodela, Wolffia et Wolfiella [60]. La détermination
des différentes especes dépend de leur forme (composée ou orbiculaire, plane ou
convexe), de leur taille, du nombre de nervures, de la présence et du nombre de

racines [60].

Les lemnacées sont capables de former des tapis plus ou moins denses a la
surface de l'eau. Des développements mono-spécifiques sont ainsi observables,
mais le plus souvent les lentilles d’eau vivent en association avec d'autres plantes
comme les phanérogames, les cryptogames, ou le plus souvent avec d’autres

lemnacées [60].

1.8.3.1.2. Lemna gibba

Lemna gibba, est un macrophyte aquatique vasculaire de petite taille
appartenant a la famille des lemnacées. Les membres de cette famille sont des
angiospermes monocotylédones flottant a la surface des eaux calmes ou justes au-
dessous [61, 62]. Cette lentille se trouve principalement dans les eaux stagnantes
douces (étangs, lacs, eau stagnante et cours d’eau calmes), peut proliférer dans les

sites mésotrophes a eutrophes voire saumatres. L. gibba tolére assez bien la
pollution [63].

Lemna gibba se différencie des spécimens du genre Lemna par sa taille de 2
a 6 mm; la forme de ses frondes rondes et bombées ; la couleur vert clair des

frondes et une racine par fronde [60].

1.8.3.2. Intéréts des macrophytes

Les caractéristiques de I'écologie des macrophytes permettent de les utiliser
en tant que bioindicateur de la qualité du milieu environnant. Certains parametres
mesurés sur les peuplements de macrophytes permettent de développer des
indicateurs de qualité du milieu en fonction de difféerents types de perturbations
engendrées par les activités humaines (ex : eutrophisation, contamination chimique)
[59].
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En effet, il a été prouveé le pouvoir des macrophytes a assimiler et a accumuler
différents composants chimiques dans les eaux [64 — 69]. Certaines espéces de
macrophytes présentent de fortes capacités de bioaccumulation des métaux lourds
(plomb, cadmium, nickel,...) et peuvent ainsi étre utilisées en tant que biointégrateurs
dans les milieux aquatiques ou pour séquestrer les métaux lourds lors des étapes de

traitement des eaux [70, 73].

Leurs forts pouvoirs de tolérance, d’accumulation des ETMs et la production
importante de biomasse les rendent intéressantes pour une utilisation en

phytoremédiation.

1.8.4. Avantages et inconvénients de la phytoremédiation

La phytoremédiation est une « technologie verte ». Elle présente des
avantages écologiques et économiques. La qualité biologique et la structure
écologique des sites traités sont respectées. Sa mise en ceuvre a grande échelle ne
requiert pas d’équipements colteux ou de personnel hautement spécialisé et est
relativement simple a mettre en ceuvre. Son avantage majeur reste son faible colt
par rapport aux méthodes classiques de décontamination des eaux. Le colt de la

phytoremédiation cité dans la littérature est rare, variable et approximatif.

Cependant, l'efficacité de cette technique est limitée par le type et la
concentration des ETMs dans le milieu, par la physiologie des plantes remédiatrices
et le climat. Un climat défavorable limite la croissance des plantes et la production de

biomasse. !

1.9. Présentation des ETMs étudiés!

1.9.1. Cadmium

1.9.1.1. Propriétés

Le cadmium est un métal lourd, blanc argent Iégerement bleuté [74]. Il est peu
répandu dans la cro(te terrestre. Il ne se trouve pas a I'état élémentaire dans la

nature. Il est généralement présent dans des minerais de zinc ou de plomb [75].
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Les caractéristiques physigues du cadmium sont une grande résistance a la
corrosion, un point de fusion bas et une bonne conductivité de I'électricité. Ces

produits dérivés ont une bonne résistance aux fortes températures [76].

Il présente des caractéristiques chimiques proches de celles du calcium, en
particulier le rayon ionique (rayon ionique Ca®* = 0,97 A et Cd** = 0,99 A), facilitant

ainsi sa pénétration dans les organismes [76].

Dans I'eau, le cadmium provient de I'érosion naturelle, du lessivage des sols
(engrais phosphatés), des décharges industrielles et des traitements des effluents

industriels et des mines [77 — 79].

Dans les systéemes aquatiques, le cadmium en solution se trouve sous

différentes formes selon sa spéciation physique et chimique, on distingue [80] :

- Des formes dissoutes :
Dans les milieux aquatiques il peut étre sous formes libres (Cd**) ou
sous forme de complexe (cadmium-composé). Ces composés (ligands)
sont de nature minérale ou organique.

- Des formes colloidales :
Ces formes sont observées lorsqu’il se fixe a des oxydes de fer, de
manganese, des hydroxydes, des carbonates, des argiles ou de la
matiére organique colloidale.

- Des formes particulaires :
Ces formes sont observés lorsqu’il intéegre une structure cristalline de
minéraux détritiques par liaison a une fraction d’origine organique
(carbonates, restes d’organismes, pelotes fécales), par précipitation
avec différentes fractions minérales (carbonates, phosphates, oxydes
et hydroxydes de fer ou de manganeése, sulfures) et par adsorption sur
des phases de différentes natures (argiles, matiere organique, oxydes

et hydroxydes de fer et de manganése).

Les spéciations du cadmium dans I'environnement sont gérées par diverses
variables physico-chimiques du milieu : salinité, pH, potentiel redox, caractéristiques
sédimentologiques, nature géochimique des particules, concentration en chlorures
[81].
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1.9.1.2. Role biologique et toxicité

Contrairement a de nombreux métaux le cadmium n’a aucun réle métabolique
connu et ne semble pas biologiquement essentiel ou bénéfique au métabolisme des
étres vivants [82, 83]. En revanche, ses propriétés physiques et chimiques proches
de celles du calcium lui permettent de traverser les barriéres biologiques et de

s'accumuler dans les tissus [74].

Au sein des milieux aquatiques continentaux d'eau douce, ce xénobiotique est
considéré comme un des métaux les plus toxiques et représente un risque pour les
organismes aquatiques. La toxicité du meétal est attribuée principalement a la
perturbation de certaines métallo-enzymes, le Cd** se substituant aux métaux
essentiels tels le zinc, le cuivre et le calcium. L'évaluation du risque, exprimée en
termes de facteurs de transfert ou de niveaux de bio-accumulation doit prendre en

compte la spéciation de cet élément [74].

Aujourd’hui, ce métal est présent dans tout I'environnement et I'homme y est
exposé. Une exposition chronique au cadmium présente des risques chez 'lhomme
méme a de faibles concentrations, il tend a s’accumuler dans l'organisme. Les
principaux sites d’accumulation et de toxicité sont les reins et le foie. Il s'accumule
dans d'autres organes tels la rate, le cerveau, les poumons, le muscle, le sang [77]. |l
peut étre la cause dautres affections telles I'insomnie, I'anémie, la rhinite,
I'emphyséme non hypertrophique et I'ostéoporose [84]. Il est aussi considéré comme
un agent carcinogéene par I'agence internationale de recherche sur le cancer [84]. Il a
été mis en cause pour divers type de cancer (rein, foie, poumon, sang, estomac,
prostate). Selon Waalkes [85], la toxicité du cadmium est liée a la perturbation du
métabolisme du zinc et secondairement a d'autres €léments essentiels tels le
calcium, le fer et le cuivre. Aussi, des toxicités aigues liées a une exposition de dose
élevée en cadmium ont été observées. Le phénomene de toxicité aigué a été
observé la premiéere fois en 1950 au Japon, chez des riziculteurs agés de 40 a 60
ans, ayant consommé l'eau de boisson et du riz contaminés par les rejets d’'une
usine de métaux non ferreux dans le bassin de la riviere Jintsu. Un syndrome d’une
insuffisance rénale associé a une ostéoporose et une ostéomalacie ont été

observées [81].
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1.9.2. Nickel

1.9.2.1. Propriétés

Le nickel pur est un métal gris-blanc qui possede des propriétés métalliques
typiques. Présent dans la crolte terrestre avec une teneur massique moyenne se
situant entre 0,008 et 0,02 % [86]. Présent dans la nature en tant que constituant
trace d'une grande variété de minéraux particulierement ceux qui contiennent

beaucoup de fer et de magnésium comme I'olivine et les pyroxenes [87].

Les caractéristiques physiques du nickel sont : une conductivité électrique et
une conductivité thermique élevées, un point de fusion a 1452 °C. Le nickel peut étre
étiré, laminé, forgé et poli. Résistant a I'action de I'air et de I'eau aux températures
comprises entre -20 a 30 °C. Donc utilisé comme revétement électrolytique de
protection. Magnétique mais pas autant que le fer [88]. Résistant a I'oxydation et a la
corrosion. Entre dans la composition d’alliages avec le fer, le cuivre, I'aluminium, le

cadmium, etc.

Les sources de contamination en nickel des milieux aquatiques sont :
I'oxydation de la pyrite contenant du nickel substitué au fer et les eaux résiduaires de
certaines industries telles lindustrie des alliages, des aciers inoxydables, des

tanneries et des batteries [87,89].

Dans les eaux douces le nickel est sous forme de particules et sous formes
dissoutes. Certains parametres peuvent influencer le transport, le devenir et la
biodisponibilité du nickel en eau douce tels le pH, le potentiel d’'oxydoréduction, la
force ionique et le type et la concentration des ligands organiques et inorganiques
[90]. Cependant la forme dominante en eau douce, a un pH inférieur a 8, est l'ion
Ni** [88].

1.9.2.2. Role biologique et toxicité

Le nickel a faible concentration est un élément essentiel pour les organismes
aquatigues. Néanmoins, il existe des différences importantes de sensibilité au nickel
entre les taxons. Parmi les effets non létaux aigus et chroniques chez les poissons et
les invertébrés on a observé des dommages aux tissus, des effets génotoxiques et

une réduction de la croissance. Certains champignons, microorganismes et
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invertébrés (p. ex., des chironomidés) sont relativement tolérants au nickel, parmi les
invertébrés relativement sensibles on compte les mollusques, les crustacés et les

Daphnia spp [91].

Chez I'homme, le Ni peut étre considéré comme un métal essentiel : sa
carence altére le métabolisme du glucose et détruit la tolérance a cette ose. Il est
aussi un facteur de croissance. Cependant, il peut également étre toxique a forte
dose. L’intoxication aigue accidentelle par voie orale provoque essentiellement des
troubles digestifs (nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales), des
céphalées, et une asthénie associée parfois a une bradycardie et a une légere
hypothermie [8]. Des allergies cutanées, des fibroses pulmonaires, des troubles
rénaux et cardio-vasculaires peuvent étre observés suite a une exposition chronique
[92].
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CHAPITRE 2
ETUDE DE L'EFFET DU MELANGE CADMIUM-NICKEL SUR L. gibba:
ECOTOXICOLOGIE ET POUVOIR D’ELIMINATION

2.1. Introduction

La pollution des eaux par les métaux lourds est devenue un enjeu majeur au
cours des deux derniéres décennies. De grandes quantités de métaux lourds sont
déversées dans les milieux aquatiques par les activités industrielles et humaines
[20]. Les métaux lourds ne sont pas biodégradables et leurs présences dans les
ruisseaux et les lacs conduit a leurs bioaccumulations dans les organismes vivants.
Ce qui génére des problémes écologiques et physiologiques de la faune et de la flore
et par voie de conséquence 'homme se trouve lui aussi exposé avec tout ce qu’elle

peut engendrer comme toxicité [26, 93 - 95].

De ce fait, il est impératif d’éliminer les ETMs présents dans les eaux par des
traitements appropriés et adaptés [93]. Les méthodes conventionnelles de traitement
de ce type de pollution sont diverses, exemple : la précipitation, I'échange d’ions,
I'électrolyse, l'adsorption, I'osmose inverse, etc. [93, 96 - 100]. Cependant, ces
méthodes présentent plusieurs inconvénients principalement : la difficulté de traiter
de grands volumes a faible concentration métallique, les rendements d’élimination
varient en fonction de I'espéce métallique et du procédé, la mise en place de moyen
de nettoyage, de traitement des sous produits issus de ces procédés et enfin le colt
des opérations [67, 101, 102].

Pour parer aux inconvénients des procédés physico-chimiques une
technologie verte peut étre appliquée, il s’agit de la phytoremédiation. Cette
technique utilise des plantes a des fins de dépollution de tout type de polluants
notamment les ETMs. Cette technique présente I'avantage majeur d’étre écologique
et peu codteuse [65, 93]. La phytoaccumulation nécessite I'absorption des ETMs par

les racines et leurs translocations vers les parties aériennes.
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La phytoremédiation par les plantes aquatiques se déroule en deux étapes. La
premiére étape est la bioabsorption des ETMs : processus rapide et réversible. La
seconde étape est la bioaccumulation et la séquestration des ETMs : processus lent
et irréversible [102, 103]. Plusieurs espéces de macrophytes aquatiques sont utilisés
pour la dépollution des eaux par les ETMs [20, 26, 30, 72, 93, 104]. Les plantes
aquatiques employées en phytoremédiation doivent étre a la fois hyperaccumulatrice
et tolérante. Ses propriétés sont déterminées par I'absorption, la translocation, la
séquestration intracellulaire, la modification et/ou la dégradation chimique des
polluants et par le développement de mécanisme de détoxification pour accroitre la
tolérance a ce stress [43, 65]. Il faut tenir compte aussi des besoins spécifiques des
plantes en certains éléments et a faibles concentrations, ceux sont des
micronutriments essentiels. Au-dela d'une certaine concentration ils deviennent
toxiques et provoquent des troubles métaboliques et des inhibitions de croissance
[13, 51], rejoignant ainsi les ETMs qui n’ont aucun rbéle métabolique et qui

provoquent des dommages aux plantes.

Deux ETMs ont été sélectionnés pour cette étude, il s’agit du cadmium et du
nickel. Ces métaux sont retrouvés dans diverses utilisations, telles les engrais
phosphatés, I'exploitation miniere, les pigments, les stabilisants, les alliages et les
batteries de cadmium-nickel. Ces métaux sont présents dans les eaux résiduaires
rejetées dans les milieux aquatiques [84, 96, 105 — 107]. L’intoxication de 'homme
par le cadmium peut provoquer une affection rénale, hépatique et des troubles du
systéme respiratoire. Il peut étre aussi a l'origine de certains type de cancer tel que
le cancer du poumon [77, 84]. Quand a l'intoxication de 'homme par le nickel, des
manifestations sans gravitée peuvent étre observées telles des nausées, des
vomissements et de la diarrhée. D’autres troubles plus graves ont été rapportés tels
la fibrose pulmonaire, 'cedéme rénal, la dermatite de la peau et les troubles gastro-
intestinaux [105 — 107]. Par conséquent, il est impératif de traiter les eaux contenant

ces deux ETMs.

Notre travail a consisté en I'étude des effets écotoxicologiques du cadmium et
du nickel sur une plante aquatique, L. gibba, et sur I'évaluation de son pouvoir a
réduire ces métaux présents dans le milieu de culture. Le choix de cette plante s’est

fait pour trois raisons :
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- Espéce autochtone Algérienne ;

- Un bio-indicateur écologique [19] ;

- Capacité avérée d’accumuler les ETMs [19, 101].

Le plan expérimental suivi s’inspire des plans de surface (RSM) avec
'application de la méthode des plans composites centrés réduit (CCD). Cette
approche a pour but principal de déterminer les effets de chacun des facteurs
(concentration initiale en Cd** et concentration initiale en Ni**) mais également les

effets d’interactions entres facteurs pour chaque réponse étudiée qu’elle soit d’ordre

toxicologique ou d’ordre élimination des ETMs.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Matériel véqgétal

Le matériel végétal utilisé est la lentille d’eau : Lemna gibba. Cette lentille
d’eau a été récupérée d'une culture stock au département de biologie, de I'Université
Saéd Dahlab de Blida (1). Une fois au laboratoire (laboratoire Génie des Procédés,
Département Chimie industrielle, Université de Blida 1, les plantes ont été lavées
dans trois bains successifs d’eau distillée, puis remis dans des bacs en PVC de 2000
mL, contenant un milieu nutritif minéral (pH 6,5) pour constituer la culture stock. Le
milieu minéral utilisé est le milieu de Chollet [108], de composition (mg/l) : KNOs3 :
202 ; KHyPO4. 50,3 ; KoHPO :1427,8 ; KSO4:17,4 ; MgS04, 7 H,O : 49,6 ; CaCls, :
11,1; FeSO4, 7HO: 6; H3BOs;: 572; MnCl,, 4H,O: 2,82; ZnSO4: 0,6 ;
(NH4)MoO24 ,4H,0: 0,043, ; CuCl,, 2H,0: 0,008 ; CoCl,, 6H,0 : 0,054. Toutes les
cultures sont maintenues dans une chambres a 22+ 2°C et une photopériode de 16h

/8h (lumiere / obscurité) ; le milieu est renouvelé deux fois par semaine.

2.2.2. Contamination aux ETMs

Les conditions de culture des essais contaminés par les métaux lourds, milieu
nutritif, température et photopériode, sont identiques a celles utilisées pour la

constitution des cultures stock.
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Des récipients en PVC de 500 mL de capacité ont été utilisés, remplis de 200
mL en milieu nutritif contaminé par le cadmium (CdS04.8/3 H,0) et le nickel (NiSOy,
7 H20). 100 frondes de L. gibba sont prises au hasard et mises en culture dans ces
récipients contaminées pendant 4 jours. Tous les récipients ont été couverts avec
des films transparents percés. Les composés métalliques utilisés sont tous de qualité

analytique.

2.2.3. Plan d’expérience

Le plan d’expérience utilisé pour la réalisation de ce travail s’inspire du modéle
des plans de surface. Ce type de plan permet a la fois une bonne gestion du
processus expérimental et une optimisation du processus. Cette méthode vise a
déterminer d’une fagon quantitative la variation d’'une réponse vis-a-vis des facteurs
sélectionnés. Dans l'intervalle expérimental, La variation de la réponse en fonction
des facteurs étudiés se traduit par un polynbme. L’avantage majeur de cette
technique réside dans le fait que le nombre d’expérience est réduit d’ou un gain de
temps et d’argent. La réduction du nombre des essais n’influe en aucun cas sur la

qualité des résultats, les essais sont structurés et organisés dans une matrice.

L’ensemble des expériences, destiné a évaluer l'effet des facteurs
(concentration initiale en Cd®* et concentration initiale en Ni?*) et de leurs
interactions, est regroupé dans une matrice selon un plan composite centré des
plans de surfaces. Le plan est basé sur un plan factoriel complet (22), trois points
centraux et des points en étoiles. Les points en étoiles sont choisis selon le modeéle
de lisovariance par rotation. Chaque facteur est étudié a 5 niveaux. La matrice est
sous forme codée, ou chaque variable est convertie en une valeur codée selon

I'équation suivante [109, 110] :

X_xi—xO 91

X; est la valeur codée de la variable, x; est la valeur réelle de la variable, x; est la

valeur du point central et dx est |la variation entre les niveaux haut et bas.

Les valeurs de haut et de bas niveau sont codés -1 et +1, le point central est codé 0

et les points en étoile sont codés -1,414 ou + 1,414 [111]. Les variables codées et les
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variables naturelles correspondantes aux conditions expérimentales sont définies

dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Facteurs étudiés et leurs niveaux de variation en unité centré réduite et

en unité réelle.

Niveau
Facteurs (mg/l) symbole
-1, 414 -1 0 +1 +1,414
Concentration initiale en Cd** X, 0,038 0,1 0,25 0,4 0,46
Concentration initiale en Ni?* X, 0,39 0,5 0,75 1 1,10

La construction de la matrice est réalisée par un logiciel, JMP 9.0.2 (SAS Institute),

ou 11 essais sont nécessaires (Tableau 2.2). L'ordre des essais est aléatoire.

Tableau 2.2 : Construction d’'un plan composite centré réduit pour deux facteurs.

Facteurs
Essai

X1 Xz
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1.41 0
6 1.41 0
7 0 -1.41
8 0 1.41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Les données obtenues a la suite de ce plan sont soumises a une analyse de

régression et modélisées sous forme d’'un polynbme de second degré (Equation 2.
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2), ou on exprime la variation de la réponse en fonction des différents facteurs
etudiés. L'estimation des coefficients de régression est réalisée par la méthode des

moindres carrés [112].
Y= B0+ IRiXi + YRiiXi? + ¥ Bij Xi X (2.2)

Y est la réponse prévue, Xi, X?, X; sont des variables indépendantes a valeurs
codées ; Bo est la constante, (B; est I'effet linéaire, B est I'effet quadratique et B; est

I'effet de l'interaction.

Il est également important de vérifier la pertinence du modéle développé. Une
analyse statistique comprenant I'analyse de la variance a été étudiée pour juger de la
fiabilité et de la qualité du modéle et donc des expériences réalisées. Ce type
d’analyse permet aussi d’identifier et d’apprécier le rdle individuel et interactif des

variables sur la réponse [110].

2.2.4. Paramétres de croissance

La croissance des lentilles d’eau a été suivi par le dénombrement des frondes

(NF) et par le rapport masse fraiche / masse séche des plantes (MF / MS).

La croissance des plantes a été suivie par le dénombrement des frondes au
début (Jo) et en fin de traitement (J4). Tous les thalles visibles ont été comptés. La
croissance a été définie par le taux de croissance relative (TCR) selon Mkandawire
etal. [113]:

(Ln FNtn—Ln FNt0)
(tn—t0)

TCR = (2.3)

FNi, est le nombre de frondes au temps t, (4j), et FNy est le nombre de frondes au

temps to (0)).

Le poids frais et le poids sec ont été déterminés en fin d'expérience (4 jours).
Détermination du poids frais, avant la pesée les plantes sont rincées a l'eau distillée
3 fois puis placées sur du papier absorbant pour éliminer I'excés d'eau. Une fois
pesées, les plantes sont séchées a 60 °C durant 2 jours, le poids sec est déterminé.

Le rapport masse fraiche / masse séche (MF/MS) a été calculée pour chaque essai.
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2.2.5. Extraction et dosage des pigments photosynthétiques

Les pigments photosynthétiques (chlorophylle a, b et caroténoides) ont été
mesurés selon la méthode de Lichtenthaler [114]. Cinquante mg de plante séchée
(pour chaque essai), sont broyés dans de I'acétone a 80%. Le broyage est répété
plusieurs fois afin d’extraire la totalité des pigments. L’extrait obtenu est centrifugé a
2500 g pendant 5 min. La densité optique de la totalité du surnageant est mesurée a
645, 2 662 et a 470 nm.

Les concentrations en chlorophylle a, en chlorophylle b et en caroténoides sont

exprimées en pyg/mL et déterminées a I'aide des formules suivantes [114] :
Cchla (ug/mL) = 11,24 A'662 — 2,04 A'645 (2.4)
Cchlb (ug/mL) = 20,13 A'645 — 4,19 A'662  (2.5)

(1000 A'470 - 1,90Cchla - 63,14Cchlb)
214

Ccarot (ug/mL) = (2.6)

Cchia €t Cchip sont les concentrations en chlorophylle a et b ; Cearot €St concentration

en caroténoides.

2.6. Dosage des ETMs dans le milieu de culture

Les concentrations en Cd et Ni dans le milieu de culture avant et apres
traitement ont été dosées par spectroscopie d’absorption atomique (SAA) a flamme
(Perkin Elmer) au laboratoire Centrale de Police Scientifique (Département Sécurité
Alimentaire/ Environnement). Tous les prélévements (avant et aprés traitement) ont
été acidifies avec du HCI a 2% [115]. Le taux d’élimination des ETMs est déterminé
par la formule suivante [116] :

1
x 100 (2.7
o (2.7)

R(%) = C

R est le taux d’élimination de 'TETM (Cd** ou Ni?*) ; C; est la concentration initiale en
ETM dans le milieu de culture avant traitement; C4 est la concentration finale en

ETM dans le milieu de culture en fin de traitement.
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2.3. Résultats

L’approche CCD a été adoptée pour I'étude des effets individuels et des
interactions entre variables sélectionnées sur les réponses : paramétres de
croissance, pigment photosynthétique et taux d'élimination des métaux lourds. Les
réponses expérimentales (TCR, MF / MS, Cchioa, Cchiob, Ccar, Rcaz+ €t Rniz+) €n
fonction des variables indépendantes (X; et X;) sont présentées dans les
paragraphes qui suivent. Les résultats sont analysés en utilisant le logiciel JMP
version 9.0.2 (SAS Institute) et la relation entre la réponse Y et les variables X est

déterminée.

2.3.1. Paramétres de croissance

L’influence des métaux sur les paramétres de croissance de L. gibba : le taux
de croissance (TCR) et rapport masse fraiche/masse séche (MF/MS) ont été
déterminés comme mentionnés dans le paragraphe 2.2.4. Les résultats sont cités

dans le tableau 2.3.

Tableau 2.3 : Réponses des essais TCR et MF/MS.

Paramétres de croissance

Essai

TCR (" MF/MS
1 0,05 54,19
2 0,044 49,63
3 0,023 51,94
4 0,04 36,95
5 0,07 58,27
6 0,035 40,66
7 0,018 56,18
8 0,03 44,54
9 0,027 35,35
10 0,025 38,83
11 0,03 39,72
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Les effets de chaque facteur (X; et X;) et les effets d’interaction sont

déterminés et cités dans le Tableau 2.4. lls sont déterminés par la méthode des

moindres carrés a partir des résultats des essais.

Tableau 2.4 : Effets principaux et d’interaction sur les réponses : TCR et MF/MS.

Facteur Effet Coef. SE. Coef

TCR (d™)

Constante 0,05466 0,02733 0,00203
X1 -0,02012 -0,01006 0,00124
Xz 0,006992 0,003496 0,00124
X1X2 0,0115 0,00575 0,00175
X+ 0,025666 0,012833 0,00148
Xo? -0,002834 -0,001417 0,00148
MF/MS

Constante 75,933334 37,966667 1,421622
X1 -9,958576 -4,979288 0,870562
Xz -9,002862 -4,501431 0,870562
X4X2 -5,215 -2,6075 1,231161
X4 10,6308334 5,3154167 1,036176
Xo? 11,5258334 5,7629167 1,036176

A partir des valeurs des coefficients, le modéle mathématique de second

degré peut étre donné pour chacune des réponses comme suit :
TCR = 0,02733 — 0,01006 X1 + 0,003496X2 + 0,00575X1X2
+ 0,012833 X12 - 0,0014166 X2? (2.8)

MF
S 37,9666 — 4,979287X1 - 4,5014307X2 - 2,6075X1X2 + 5,315416 X12

+5,762916X22  (2.9)
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Selon Sereshti et al. [117], le signe d’un coefficient (+ ou -) définit le sens de la
relation entre l'effet et la réponse. Le signe (+) signifie une augmentation de la
réponse quand le facteur passe du niveau bas au niveau haut alors que le signe (-)
indique une baisse de la réponse quand le facteur passe du niveau bas au niveau

haut. La valeur absolue des coefficients traduit les effets moyens des facteurs.

Dans le cas du TCR, nous observons : le facteur linéaire X,, I'interaction des
facteurs XX, et I'effet quadratique X, exercent un effet positif alors que le facteur
linéaire X4 et I'effet quadratique X, exercent un effet négatif. Pour le rapport MF/MS,
nous observons : le facteur linéaire X4 et X, et linteraction des facteurs XX
exercent un effet négatif alors que le facteur quadratique X4 et X, exercent un effet

positif.

De ces résultats, on peut déduire que le signe positif du coefficient représente un

effet synergique tandis que le signe négatif indique un effet antagoniste.

L’analyse statistique des coefficients de régression est nécessaire pour
déterminer leurs significativité. Pour ce faire, on fait appel au test de probabilité
(valeur-P) [118]. La valeur-P est définie par la probabilité P de rejeter 'hypothése Hy
qui qualifie de non significatif I'élément qui lui est associé [112]. Si elle est inferieur a
0,05 on conclut que I'effet est significatif [119]. Dans le cas de non significativité, les

termes concernés peuvent étre exclus du modele.

Le tableau 2.5 présente l'analyse statistique des coefficients.  Nous
remarquons dans le cas du TCR que tous les coefficients dans le modéle (2.8) sont
significatifs avec une valeur- P inférieure a 0,05 a I'exception de celui correspondant
au terme X,2. Dans le cas de MF/MS, tous les facteurs du modéle (2.9) sont
statistiquement significatifs avec une valeur-P inférieure a 0,05 a I'exception de celui

correspondant au terme X Xa.

Il convient alors d’éliminer des modeles mathématiques les éléments non

significatifs. Les modeles s’écriraient alors comme suit :

TCR = 0,02733 — 0,01006 X1 + 0,003496X2 + 0,00575X1X2
+ 0,012833 X12 (2.10)
F
Vg = 37,9666 — 4,979287X1 - 4,5014307X2 + 5315416 X1?
+5,762916X22  (2.11)
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L'analyse de la variance (ANOVA) est considérée comme essentiel pour tester
de maniére absolue la significativité du modéle postulé [120]. L’analyse de TANOVA

a été réalisée et illustrée au tableau 2.5.

Tableau 2.5 : Analyse ANOVA pour les réponses : TCR et MF/MS.

Analyse statistique

Source
SS ddl MC Fo P

TCR
Modele 0,0021 5 0,0004 34,52 0,0007
X4 0,00081 1 0,00081 65,43 0,0005
Xz 0,0001 1 0,0001 7,90 0,0375
X4.X2 0,00013 1 0,00013 10,68 0,0222
X4 0,0010 1 0,0010 75,13 0,0003
Xo° 0,000011 1 0,000011 0,91 0,3826
Résidus 0,000062 5 0,000012
Lack of fit 0,000049 3 0,000016 2,59 0,2907
Erreur pure 0,000013 2 0,000006
Total 0,022 10
MF/MS
Modele 656,22 5 131,24 21,64 0,0021
X4 198,35 1 198,35 32,71 0,0023
Xz 162,10 1 162,10 26,73 0,0036
X4.X2 27,20 1 27,20 4,48 0,0877
X4 159,55 1 159,55 26,31 0,0037
X5 187,543 1 187,543 30,93 0,0026
Résidus 30,31 5 6,06
Lack of fit 19,65 3 6,55 1,22 0,4782
Erreur pure 10,66 2 5,33

Total 686,53

-
o
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On constate pour les deux réponses TCR et MF/MS que la valeur de F de la
régression est élevée, elle est respectivement de 34,52 et 21,64. La probabilité
associée a la détermination de ce F est dans les deux cas inferieure a 0,05, elle est
respectivement de 0,0007 et 0,0021. Ces résultats indiquent que les variations de la

réponse sont expliquées par les équations de régression.

L’adéquation du modele est testée par l'analyse statistique du manque
d’ajustement (lack of fit). Le lack of fit définie I'écart systématique entre le modéle
réel et le modéle postulé. Le manque d'ajustement serait significatif si le modéle n'est
pas bien ajusté aux expériences. En régle générale, le modéle est validé si la
variance due au manque d’ajustement est non significative. C'est-a-dire si la valeur-F

est trés faible et la valeur de P est supérieure a 0,05 [121].

L’analyse du tableau 2.5 permet d’observer une faible valeur de F pour TCR et
MF/MS, elle est respectivement de 2,59 et de 1,22. La valeur—P est supérieure a
0,05, elle est respectivement de 0,29 et de 0,478 pour TCR et MF/MS. Cette analyse
indique que la variance due au manque d’ajustement est non significative validant

ainsi le modéle.

Ces résultats indiquent que les modeles postulés de second degré sont significatif et

représentatif de la relation : réponse- variable.

La qualité du modéle polynomiale peut étre aussi estimée par la détermination
des coefficients de régression (R? et R%;usi). R? est la fraction de la variation des
réponses expliquées par le modéle et Rzaj est la fraction de la variation des réponses

expliquées par le modéle ajusté au degreé de liberté [117].

A partir des résultats de TANOVA, on estime respectivement les valeurs R? et
Rza,- a 0,971 et 0,943 pour RGR et a 0,955 et 0,911pour FW/DW. Plus de 95 % des
variables sont expliquées par les modeles mathématiques. Ses résultats présentent
une forte corrélation entre les valeurs observées et prédites par les modéles (Figure
2.1). Ces figures (2.1 a et b) montrent bien une relation linéaire entre les valeurs

expérimentales et les valeurs prédites par les modéles mathématiques.
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Figure 2.1 : Réponses observées en fonction des réponses prédites :

(a) TCR et (b) MF/MS.

Par ailleurs, a partir de ses modéles mathématiques, on peut obtenir les
surfaces de réponses pour chacune des réponses étudiées. Les surfaces de
réponses sont des représentations graphiques en trois dimensions représentant la
relation entre la réponse et les variables étudiées. Cette méthode analyse la nature
géométrique de la surface, détermine les minima et les maxima des réponses et

enfin détermine I'importance des coefficients des équations de régression [122].

La Figure 2.2 illustre les surfaces de réponses pour chaque cas étudié TCR et

MF/MS. Elles sont obtenues par la variation simultanée des deux facteurs X et X,

entre -1,414 et +1,414.
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Figure 2.2 : Surface de réponses TCR (a) et MF/MS (b) en fonction de X4 et Xo.

D’une maniére générale, nous remarquons que l'allure des surfaces sont
différentes pour les deux réponses TCR et MF/MS. La Figure 2.2(a) montre que le
maximum de TCR (0,507 j') est obtenu pour un Xy de -0.97et un X, de -0,587, le
taux minimum (0,013 |') est obtenu pour un X; de 0.611et un X, de -1,39.
Concernant le rapport MF/MS, la Figure 2.2(b) indique que le maximum (60,91) est
obtenu pour un X; de -0,98 et un X, de -1,33. Le minimum de ce rapport (35,76) est

obtenu pour un X4 de +0,77 et un X, de -0,79.



2.3.2. Pigments photosynthétiques
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Les concentrations des pigments photosynthétiques (Cchia, Cenib €t Cear) Ont été

déterminées a partir des relations 2.4, 2.5 et 2.6. Les réponses pour chaque essai

réalisé sont illustrées dans le Tableau 2.6.

Tableau 2.6 : Réponses des essais Cchia, Cenib €t Cear-

Concentrations des pigments photosynthétiques

Essai (hg/g MS)
Cehia Cenhib Cear
1 4280,29 3773,45 1836,01
2 4214,02 2984,83 1270,01
3 2465,42 2474,09 994,07
4 3250,56 3515,57 1357,66
5 4757,14 3563,99 1475,23
6 2450,69 3058,32 1128,57
7 2847,70 2846,96 1567,31
8 3252,58 3317,56 1365,44
9 4458,82 4352,21 1402,10
10 4294 56 4492 36 1503,02
11 4495,95 445513 1454,29

Les effets de chaque facteur (X et X;) et les effets d’interaction sont déterminés et

listés dans le tableau 2.7.



Tableau 2.7 : Effet principaux et d’interaction sur les réponses : Cchia, Cenib €t Cear.

Facteur Effet Coef. SE. Coef
Cehia
Constante 8832,88 4416,443 102,1789
X1 -1510,0358 -755,01785 62,57157
X2 322,8642 161,43209 62,57157
X1X2 425,705 212,8525 88,48956
X -699,7558 -349,8779 74,47506
Xo? -1253,5308 -626,7654 74,47506
Cenib
Constante 8866,4666 4433,2333 46,45709
X1 -370,9364 -185,4681 28,44904
X2 229,59722 114,7986 28,44904
X1X2 915,05 457,525 40,23302
X4 -1126,9396 -563,4697 33,86113
Xo? -1355,8346 -677,917 33,86113
Cear
Constante 2906,2734 1453,1366 32,09142
X1 -311,1354 -155,5677 19,6519
X2 -121,97432 -60,9871 19,6519
X1X2 464,795 232,3975 27,79198
X4 -161,08666 -80,54333 23,39044
X5? 3,3883334 1,6941 23,39044
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A partir des valeurs des coefficients, le modéle mathématique de second degré peut

étre donné pour chacune des réponses comme suit :
Cenla(pg/gMS)= 4416,443 —755,01785X1 + 161,43209X2 + 212,8525X:1X>
—349,8779X1% - 626,7654X2? (2.12)
Centb (Ug/gMS)= 4433,2333 — 185,4681X; + 114,7986 X2 + 457,525X1X>

—563,4697X12- 677,9172X22 (2.13)
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Cear (Hg/gMS)= 1453,1366 — 155,5676X1 — 60,9871X2 + 232,3975X:X;

—80,5433X12% + 1,6941X22 (2.14)

De ces résultats, nous observons que le facteur linéaire X, et l'interaction X1 X5
exercent un effet positif que ce soit pour Ccha que pour Cenp alors que le facteur
linéaire X et les facteurs quadratiques X4 et X, exercent un effet négatif sur ces
mémes réponses. Dans le cas de Cg,, les facteurs linéaire X et X, et le facteur
quadratique X; exercent un effet négatif alors que linterraction XX, et l'effet

quadratique X, exercent un effet positif.

Ces observations indiquent que le signe positif du coefficient représente un effet

synergique, tandis qu'un signe négatif est synonyme d’un effet antagoniste.

L’analyse statistique des coefficients est listée dans le tableau 2.8. Nous
remarquons dans le cas Ccnia tous les facteurs sont statistiquement significatifs avec
une valeur-P inferieur a 0,05 a I'exception de X;X,. Alors que pour Cg,, tous les
facteurs sont statistiquement significatifs avec une valeur-P inférieure a 0,05 sauf
X,?. Dans le cas de Cenp, tous les facteurs sont statistiquement significatifs avec une

valeur-P inférieure a 0,05.

De ce fait, les éléments non significatifs peuvent étre éliminés des équations de

régression (2.12 et 2.14), et on peut alors écrire ses équations de la maniére

suivante :
Cchla(ug/gMS)
= 4416,443 - 755,01785X1 + 161,43209X2
— 349,8779X1% - 626,7654X22 (2.15)
Ccar (pg/gMS)
= 1453,1366 - 155,5676X1 — 60,9871X2
+ 232,3975X1X2 - 80,5433X12 (2.16)

L’analyse de 'ANOVA a été réalisée et exposée (tableau 2.8). On remarque
pour chaque réponse, Cchia, Cchp €t Ccar que la valeur de F des équations de
régression est élevée, elles sont respectivement de 46,85, 143,10 et 31,07. La

probabilité associée a la détermination de ce F est dans les trois cas inférieure a



0,05, elle est respectivement de 0,0003, <0,0001 et 0,0009. Ces résultats indiquent

que les variations des réponses sont expliquées par les équations de régression.

Tableau 2.8 : Analyse ANOVA pour les réponses : Cehia, Cchi-b €t Cear.

Analyse statistique

Source
SS ddl MC Fo P

Cenia
Modele 7337878,3 5 1467576 46,85 0,0003
X4 4560415,7 1 4560415,7 145,60 <,0001
X2 208482,6 1 208482,6 6,66 0,0494
X4.X2 1812247 1 181224,7 5,78 0,0612
X4 691282,2 1 691282,2 22,07 0,0053
X5 2218361,7 1 2218361,7 70,8253 0,0004
résidus 156608,0 5 31322
Lack of fit 133635,40 3 44545,1 3,88 0,2118
Erreur pure 22972,64 2 11486,3
Total 7494486,3 10
Cenib
Modele 4632600,0 5 926520 143,10 <,0001
X4 275187,5 1 275187,5 42,50 0,0013
X2 105429,8 1 105429,8 16,28 0,0100
X1.X2 837316,5 1 837316,5 129,32 <,0001
X4 1792931 1 1792931 276,91 <,0001
X5? 2595229,3 1 2595229,3 400,82 <,0001
résidus 32373,9 5 6475
Lack of fit 21833,72 3 7277,91 1,3810 0.4461
Erreur pure 10540,207 2 5270,10 |
Total 4664973,9 10
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Cear

Model 480017,04 5 96003,4 31,07 0,0009
X4 193610,37 1 193610,37 62,66 0,0005
X2 29755,47 1 29755,47 9,63 0,0268
X4.X2 216034,39 1 216034,39 69,92 0,0004
X4 36633,76 1 36633,76 11,86 0,0184
X5? 16,21 1 16,21 0,0052 0,9451
Résidus 15447,88 5 3089,6

Lack of fit 10353,47 3 3451,16 1,35 0,4513
Erreur pure 5094,42 2 2547,21

Total 495464,93 10

Le tableau 2.8 montre une faible valeur de F pour le lack of fit pour chaque
cas Cchly, Cchip €t Ceqr. Elle est respectivement de 3,88, 1,38 et 1,35, accompagnée
d’'une probabilité supérieure a 0,05 (0,2118, 0,4461 et 0,4513). Ceci signifie que la

variance due au manque d’ajustement est non significative, validant ainsi le modéle.

Cette analyse indique que les modéles postulés de second degré sont significatifs et

représentatifs de la relation : réponse- variable.

A partir des résultats expérimentaux obtenus, les coefficients de corrélations
R? et R%q ont été déterminés. Le R? de Cehia, Coni €t Coar €5t respectivement de
0,979, 0,993 et 0,968. Le Rzad,- pour chaque réponse (Cchia, Cchib €t Ccar) est
respectivement de 0,958, 0,986 et 0,937. Ces coefficients indiquent ainsi que plus de
95% des variables sont expliquées par le modele mathématique. Ces résultats
indiquent une forte corrélation entre les valeurs observées et prédites (Figure 2.3).
La figure (2.3) montrent bien une relation linéaire entre les valeurs expérimentales et

les valeurs prédites par les relations mathématiques.
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Figure 2.3. Réponses observées en fonction des réponses prédites pour les

réponses : (a) Cehia, (b) Cenib €t (C) Cear -

A partir de ces modeéles on peut obtenir les surfaces de réponses pour chacune des
réponses Cchly, Ccnp €t Cear. Les surfaces de réponses sont illustrées dans la
Figure 2.4. Elles sont obtenues par la variation simultanée des deux facteurs X, et X;
entre -1,414 et +1,414.
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Nous remarquons que l'allure des surfaces est différente pour les trois cas,
soulignant le caractére singulier de chaque réponse au traitement. A titre d’exemple,
lorsque X4 et X, prennent la valeur de 0, la valeur de Cchl, est de 4416,44 ug/MS,
celle de Cqnp est de 4433,2 ug/MS et en fin celle de Cc,r est de 1453,1 ug/MS.

2.3.3. Elimination des ETMs

Le taux d’abattement de Cd** et Ni** (Rcqz+ et Ryiz+) ont été déterminés a partir

de la relation 2.7 . Ces réponses sont mentionnées dans le tableau 2.9.

Tableau 2.9 : Réponses des essais Rcqo+ et Ryigs.

Taux d’abattement (%)

Essai

Reaz+ Rniz+
1 76,09 60,5
2 69,16 48,53
3 30,25 50,43
4 61,18 38,68
5 80,28 59,7
6 48,25 38,41
7 23,33 63,32
8 47,21 44 .81
9 33,09 25,73
10 28,5 24,28
11 27,63 28,16

Les effets de chaque facteur (X4 et X;) et les effets d’interaction sont déterminés et

indiqués au tableau 2.10.



Tableau 2.10 : Effets principaux et d’interaction sur les réponses : Rcgz+ et Ryiz+

Facteur Effet Coef. SE. Coef
Reap+
Constante 59,48 29,74 3,7862
X1 -24,7793151 -12,3896 2,3186
X2 14,44285497 7,2214 2,3186
X1Xz 18,93 9,465 3,2790
X+? 39,22625 19,6131 2,7597
X5? 10,23125 5,1156 2,7597
Ruip+
Constante 52,11333 26,0566 1,4052
X1 -12,5071 -6,2535 0,8605
X2 -12,47427 -6,2371 0,8605
X1X2 0,11 0,055 1,2169
Xq2 21,98583 10,9929 1,0242
Xo? 26,99583 13,4979 1,0242
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A partir des valeurs de ces coefficients, le modéle mathématique de second

degré peut étre déterminé pour chacune des réponses comme suit :
Reazs ()= 29,74 —12,3896X1 + 7,2214X2 + 9,465X1X>
+19,6131X1?% + 5,1156X2% (2.17)
Ryize (%)= 26,0566 —6,2535X1 — 6,2371X2+ 0,055 X1X2

+ 10,9929X1% + 13,4979X2? (2.18)

De ces résultats, nous observons dans le cas de Rcg2+ que le facteur linéaire
X1 exerce un effet négatif sur la réponse alors que le facteur linéaire Xs, I'interaction
X1X2 et I'effet quadratique de X4 et Xy exercent un effet positif. Dans le cas de Ryiz-+,

les facteurs linéaires X1 et X, exercent un effet négatif alors que I'effet d’interaction
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ainsi que l'effet quadratique de X4 et X, exercent un effet positif. Nous déduisons que

le signe positif du coefficient représente un effet synergique tandis qu'un signe

négatif indique un effet antagoniste.

L’analyse statistique des coefficients est citée au tableau 2.11. Nous

remarquons dans le cas de Rcq+ que tous les facteurs sont statistiquement

significatifs avec une valeur-P inferieur a 0,05 a I'exception de I'effet quadratique Xa.

Pour le cas Ryiz+, tous les facteurs sont statistiquement significatifs avec une valeur-

P inferieur a 0,05 sauf I'interaction X4 Xs.

Tableau 2.11 : Analyse ANOVA pour les réponses : Rcgz+ et Ryig+

Analyse statistique

Source SS  ddi MC Fo P
Reap+
Modele 4178,48 5 835,70 19,43 0,0027
X4 1228,03 1 1228,03 28,55 0,0031
X2 417,19 1 417,19 9,70 0,0264
X1.X2 358,34 1 358,34 8,33 0,0343
X4 2172,28 1 2172,28 50,51 0,0009
X2 147,78 1 147,78 3,44 0,1230
Résidus 215,04 5 43,008
Lack of fit 197,83 3 65,94 7,66 0,1176
Erreur pure 17,21 2 8,61
Total 4393,52 10
Ruig+
Modeéle 1957,84 5 391,57 66,10 0,0001
X4 312,86 1 312,86 52,81 0,0008
X2 311,21 1 311,21 52,54 0,0008
X1.X2 0,012 1 0,012 0,0020 0,9657
X4 682,41 1 682,41 115,20 0,0001
X5 1028,86 1 1028,86 173,68 <,0001
Résidus 29,62 5 5,92
Lack of fit 21,93 3 7,311 1,9020 0,3628
Erreur pure 7,69 2 3,84
Total 1987,46 10
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De ce fait, les éléments non significatifs sont éliminés des équations de régression

(2.17 et 2.18), et on peut alors écrire ses équations de la maniere suivante :
Reaze (%) = 29,74 - 12,3896X1 + 7,2214X2 + 9,465X1X2 + 19,6131X1% (2.19)

Ryizs (%) = 26,0566 - 6,2535X1 - 6,2371X2 + 10,9929X12
+ 13,4979X22  (2.20)

L’analyse de TANOVA a été réalisée et exposée au tableau 2.11. On constate
pour chaque réponse, Rcq2+ et Rnio+, que la valeur F calculée est élevée, elle est
respectivement de 19,43 et 66,10. La probabilité associée a la détermination de cette
valeur-F dans les deux cas est inferieure a 0,05, elle est respectivement de 0,0027 et
0,0001. Ces résultats indiquent que les variations de la variable réponse sont
expliquées par les équations de régression. Le tableau 2.11 montre pour chaque
cas, Rcgz+ et Ryiz+, une faible valeur de F pour le lack of fit. Elle est
respectivement de 7,66 et 1,90 et accompagnée d’une probabilité supérieures a
0,05. Cette probabilité est respectivement de 0,118 et 0,36. Ceci signifie que la

variance due au manque d’ajustement est non significative, validant ainsi le modéle.

Cette analyse indique que les modéles postulés de second degré sont significatifs et

représentatifs de la relation : réponse- variable.

Les coefficients de corrélation R® et R%; ont été déterminés a partir des
résultats expérimentaux obtenus. Le R? pour Rcgz+ et Ryio+ est respectivement de
0,951 et 0,985. Le RZaj pour chaque réponse (Rcq2+ et Rnio+) est respectivement de
0,902 et 0,970. Ces coefficients indiquent ainsi que plus de 95% des variables sont
expliquées par le modéle mathématique. Ces résultats indiquent une forte corrélation
entre les valeurs observées et prédites (Figure 2.5). Ces figures montrent bien une
relation linéaire entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites par la

relation mathématique.
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Figure 2.5. Réponses observées en fonction des réponses prédites pour les

réponses : (a) Rcqz+ et (b) Rniz+

Egalement des surfaces de réponses peuvent étre représentées a partir des

modeéles de régression. Les surfaces de réponses pour chaque cas Rcgz+ et Ryio+

sont illustrées dans la Figure 2.6, elles sont obtenues en faisant varier simultanément
X1 et X2 entre -1,414 et +1,414.

Nous observons un taux de plus de 90 % d’élimination de Cd?* pour une valeur X; de

-1,333 et X; de -1,075. Dans le cas Ryi2+, le maximum d’abattement (70 %) est

atteint pour une valeur de X,

de -1,333 et X, de -1,075.
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Figure 2.6 : Surface de réponses pour Cd?* (a) et Ryi2+ (b) en fonction de X1 et Xo.

2.4. Discussion et conclusion

2.4.1. Paramétres écotoxicologiques

La toxicité des ETMs résulte d’'une altération des processus vitaux tels le
transport et le métabolisme. Cette toxicité se mesure par plusieurs parameétres tels le
nombre de frondes, la masse de la biomasse, le taux de croissance, le taux de
mortalité [30, 31, 113, 123], les teneurs en pigments photosynthétiques et la
fluorescence chlorophyllienne [29, 106, 124].
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Dans le cadre de ce travail, la réponse de L. gibba au stress métallique induit
par le mélange cadmium-nickel a été estimée par l'analyse des parameétres de
croissance (taux de croissance et rapport MF/MS) et de la teneur en pigments
photosynthétiques. Le suivi de ces parametres a été réalisé pour chaque essai apres

une durée de culture de quatre jours.

La réduction de croissance est une des réponses la plus fréquente et la
premiére observable lorsque des plantes sont soumises a un stress [125]. Celle-ci
peut se manifester par une réduction de la vitesse de croissance, une réduction de la
biomasse, une altération du statut hydrique. Le taux de croissance relatif mesure
I'évolution du nombre de frondes en fonction du temps et le rapport masse

fraiche/masse seche définit le statut hydrique de la plante.

La concentration en pigments photosynthétiques est un autre élément clé qui
indique l'état physiologique des plantes. En effet les pigments jouent un réle
prépondérant dans la photosynthése. lls permettent I'assimilation de [I'énergie
lumineuse et la synthése de la matiere organique nécessaire a son développement
et a sa croissance, mais aussi la protegent contre une multitude de facteurs [126]. En
effet, les caroténoides jouent le réle de pigments photosynthétiques secondaires
mais participent particulierement a la protection contre le stress oxydant [127, 128].
L'action antioxydante des caroténoides repose sur leur capacité a piéger I'oxygéne
singulet [129] et a neutraliser les radicaux peroxyls. Ces pigments liposolubles
(principalement B-caroténes) participent également a la prévention de la production
d’ERO, soit par la désactivation des chlorophylles triplet, soit par la dissipation de

I'excés énergétique au travers du cycle des xanthophylles [130].

Les résultats acquis ont montré que les paramétres mesurés varient d’un

essai a un autre.

Nous observons des différences significatives des valeurs TCR et MF/MS en fonction
des traitements, indiquant ainsi 'effet des traitements sur les réponses. De méme,
pour les teneurs en pigments photosynthétiques nous observons des différences en
fonction des traitements appliqués. Ces observations dénotent les effets toxiques
des mélanges cadmium-nickel sur les plantes. Ces observations corroborent avec la
littérature ou l'apport de contaminant métallique a un milieu de culture présente un

risque potentiel pour le développement et |la croissance des plantes [27, 30, 131].
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Mégatli et al. [27] ont étudié I'effet individuel de trois métaux a différentes
concentrations (cadmium [10™* — 10 mg/I], cuivre [10™ = 10™ mg/I] et zinc [10? — 50
mg/I] sur une plante aquatique L. gibba durant dix jours de culture. lls observent une
inhibition de la croissance de la biomasse en fonction de la concentration du métal.
Une inhibition plus importante est enregistrée aux fortes concentrations en métaux.
Appenroth et al. [30] ont observé lors de la culture de Spirodela polyrhiza et de
Lemna minor sur un milieu contenant du nickel (0 — 100uM) durant 7 jours de culture
une augmentation du nombre de frondes pour des valeurs en nickel inferieures a
4uM. Au-dela de cette valeur, une réduction du nombre de frondes est observée. lls
observent également une réduction de la concentration des chlorophylles a et b et
une légere stabilité des caroténoides en fonction des concentrations en nickel dans
le milieu. lls remarquent aussi que la chlorophylle a est plus sensible que la
chlorophylle b. Uruc- Parlak et DemirezenYilmaz [131] ont observé une réduction de
la teneur en chlorophylle chez L. gibba exposée a différentes concentration en
cadmium durant sept jours. Cette réduction est plus importante pour des

concentrations en cadmium supérieure a 5 mg/I.

La réduction du taux de croissance peut étre la conséquence de plusieurs
phénomeénes telle la perturbation de l'activité de certaines enzymes intervenant dans
des processus physiologiques essentiels au développement (photosynthése,
respiration) ou encore l'induction d’'un stress oxydatif pouvant conduire a la mort
cellulaire [50, 132].

Selon Yang et al. [133], les ETMs exercent un effet direct sur la biosynthése
de la chlorophylle. Une réduction des teneurs en pigment est attribuée a I'effet
toxique des contaminants sur l'activité de I'acide d-aminolévulinique deshydratase,
enzyme clé dans la voie de biosynthése de la chlorophylle [35, 134]. D’autres travaux
invoquent le réle des ERO, produits en excés par la présence des ETMs. L’'oxydation

des chlorophylles par les ERO inhibe la photosynthése [30].

Kiipperet al. [135] ont observé la substitution de I'ion Mg?* présent dans les
molécules de chlorophylles par d’autres ETMs (Cu, Zn, Cd, Hg, Pb ou Ni) provoquant
une rupture de la molécule. Ce phénoméne a été observé chez L. minor et d’autres
plantes aquatiques. Selon Young [128], la chlorophylle a et les caroténoides
semblent étre plus sensibles au stress que la chlorophylle b, un faible taux de

dégradation de la chlorophylle b a été enregistré.
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Wolterbeck et Verberg [136] ont observé que les métaux a haut pouvoir
toxique sont les plus électronégatifs. En effet Charles et al. [137] ont constaté que le
cuivre est plus toxique que l'uranium. D’une part, le Cu est plus électronégatif et
d’autre part par sa forte capacité a se lier aux ligands des surfaces cellulaires par

des liaisons covalentes.

L’utilisation des plans de surface, plus particulierement le plan centré réduit,
nous a permis d’apprécier l'effet individuel du cadmium et du nickel et leffet
d’interaction entre ces deux métaux sur les biomarqueurs étudiés. Une modélisation
de I'évolution de ces réponses en fonction de ces deux variables a pu étre réalisée

pour une meilleure compréhension du mécanisme.

Dans le cas des parameétres de croissance, nous avons remarqué que
'augmentation de la concentration initiale en cadmium a un effet négatif sur le taux
de croissance et sur le rapport MF/MS alors que I'augmentation de la concentration
initiale en nickel a un effet positif sur le taux de croissance et un effet négatif sur le
rapport MF/MS. Un effet d’interaction entre les deux variables est observé, il est
positif dans le cas du TCR et négatif dans le cas de MF/MS. De méme que les
résultats montrent la non linéarité des réponses en fonction des variables par la

présence des termes quadratiques.

Concernant la teneur en pigments chlorophylliens, nous avons observé un
effet négatif lors de 'augmentation de la concentration initiale en cadmium sur la
teneur en chlorophylle a et b. Un effet positif de 'augmentation de la concentration
initiale en nickel a été observé. Un effet d’interaction positif entre ces deux variables
a été observé pour ces mémes réponses. Pour la concentration en caroténoides,
nous avons remarqué que l'augmentation de la concentration en cadmium et de la
concentration en nickel engendrent un effet négatif sur cette teneur. Un effet
d’interaction positif entre ces deux métaux est observé. Aussi, nous avons constaté

la non linéarité de ces réponses en fonction des variables.

Le signe positif observé définit un effet synergique des variables sur les

réponses quand au signe négatif il indique un effet antagoniste sur les réponses.

Globalement, les réponses des paramétres de croissance et des
concentrations en pigments photosynthétiques sont dépendantes de I'espéce

métallique et de sa concentration dans le milieu de culture mais aussi par la
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présence d'une autre espece métallique dans le méme milieu. Ces observations

corroborent avec ceux de la littérature [19, 20, 138].

Dirilgen [20], en utilisant un plan d’expérience, a étudié la toxicité d’un
mélange binaire (Pb?* et Hg?*) sur L. minor. Un effet additif entre les facteurs étudiés
sur le taux de croissance a été observe. Demim et al. [138], par l'utilisation d’'un plan
d’expérience, ont étudié I'effet de cing métaux (Cd?*, Cr®*, Zn**, Cu?* et Ni**) sur la
croissance et la concentration des pigments photosynthétiques d'une plante
aquatique L. gibba. lls ont observé des effets antagonistes et synergiques des
facteurs sur les réponses et ont observé I'effet combiné type et concentration du
meétal sur ces réponses. Horvat et al. [19] ont étudié la toxicité d’'une eau usée
contenant sept ETMs (Pb, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu et Zn) sur L. minor et ont conclu que la
réponse de tolérance ou d’intoxication est dépendante de la concentration des
ETMs. lls observent également une inhibition de la croissance durant les 7 premiers
jours d’exposition. Au-dela de cette durée une diminution d’'inhibition de croissance
est observée. lls attribuent cette situation a des mécanismes de détoxification
développé par la plante. lls ont constaté également que le Cu et le Ni étaient plus

toxiques que le Pb.

2.4.2. Réduction des ETMs

Le pouvoir de L. gibba a éliminer le cadmium et le nickel a été estimé par
'analyse des concentrations initiales et finales de ces derniers dans le milieu de

culture. Les taux d’abattement ont été déduits.

Les résultats acquis ont montré le pouvoir de L. gibba a réduire la charge
métallique et que les taux d’abattements sont variables en fonctions des essais. Ces
résultats indiquent l'effet de la concentration des ETMs du milieu sur les taux

d’abattement.

Les résultats confirment le pouvoir des plantes aquatiques a réduire les divers
polluants métalliques. Ces observations sont similaires a la littérature [101, 139,
140].

L’application des plans de surface par la méthode des plans centrés réduits

nous a aidé a estimer l'effet individuel du cadmium et du nickel ainsi que celui de
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I'interaction entre ces derniers sur les taux d’abattement. Suite aux résultats obtenus

une modélisation des réponses en fonction de ces deux variables a été possible.

Dans le cas du taux d’abattement du cadmium, nous avons remarqué que
'augmentation de la concentration initiale en cadmium a un effet négatif sur cette
réponse alors que l'augmentation de la concentration initiale en nickel a un effet

positif. Un effet d’interaction positif entre les deux variables est observé.

Pour le taux d’abattement du nickel, nous avons remarqué que 'augmentation
de la concentration initiale en cadmium et celle en nickel ont un effet négatif sur cette

réponse. Un effet d’interaction positif entre les deux variables est observé.

Pour les deux réponses, nous avons observés la présence des termes

quadratiques, qui indique la non linéarité des réponses en fonction des variables.

Le signe positif observé définit un effet synergique des variables sur les

réponses quant au signe négatif il indique un effet antagoniste sur les réponses.

Le taux d élimination des ETMs (Cd?* et Ni**) est dépendant du type de métal
et de sa concentration dans le milieu de culture d’'une part et d’autre part par la
présence conjointe d’'une autre espéce métallique. Ces observations corroborent
ceux de la littérature [20, 26, 101, 141].

Miretzky et al. [101] ont étudié I'élimination simultanée de plusieurs métaux
lourds Fe, Cu, Zn, Mn, Cr et Pb) par trois espéces aquatiques (P. stratiotes, S.
intermedia et L. minor). lls ont noté des taux d’élimination élevés pour chaque métal
et ont constaté que le taux d'élimination des métaux est dépendant de la
concentration initiale du métal. Dirilgen [20] a étudié I'accumulation simultanée du
plomb et du mercure par L. minor. Il a conclu a un effet antagoniste entre les métaux
et a I'importance de l'effet conjoint (concentration x type métal) sur I'accumulation
des métaux. Monferran et al. [26] ont étudié I'élimination simultanée du Cr®" et du
Cu?* par P. pusillus et ont observé que la bioaccumulation du Cr®* est
significativement augmentée en présence du Cu?*, indiquant un effet synergique.
Demim et al. [141] ont étudié I'élimination de cing métaux (Cd**, Cr®*, zZn**, Cu* et
Ni?*) par une plante aquatique L. gibba. Ils ont observé des effets antagonistes et
synergiques des facteurs sur les réponses de méme qu’une relation entre le type de

métal et sa concentration.
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Ces résultats montrent clairement le pouvoir des plantes aquatiques a réduire
les polluants métalliques. Cependant les rendements d’épuration sont variables. La
capacité des plantes aquatiques a accumuler les différentes espéces métalliques est
liee surtout a I'affinité de la plante au métal considéré et a la présence simultanée de
plusieurs ETMs. La présence de plusieurs métaux dans un milieu crée des
compétitions d’absorption [71, 140]. Selon Prasad et al. [32] I'interaction antagoniste
entre les métaux peut étre liée a une similitude d’affinité de deux métaux aux mémes
ligands présents a la surface des cellules, réduisant ainsi le nombre de sites de

liaisons pour chaque métal.

Toute fois, d’autres facteurs peuvent également influencer I'élimination des ETMs par
les plantes aquatiques, tels la densité de la plante ([89, 102] et le temps d’exposition
[26, 142, 143].



CHAPITRE 3
COMPORTEMENT DE L. gibba AU CADMIUM-NICKEL
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CHAPITRE 3
COMPORTEMENT DE L. gibba AU CADMIUM-NICKEL

3.1. Introduction

La présence des ETMs dans les milieux aquatiques, générés par les activités
humaines et industrielles [20], causent de sérieux problémes écologiques [19, 20,
98]. Selon Yilmaz et Parlak [36], les milieux aquatiques sont plus sensibles que les
milieux terrestres. Les ETMs sont a I'état soluble dans ces milieux facilitant leurs
adsorptions et leurs accumulations par les organismes aquatiques. Les plantes

aquatiques représentent le premier point de contact direct avec les métaux.

Les plantes aquatiques ont de grande capacité a accumuler et a tolérer de
grandes concentrations en ETMs et elles sont considérées comme des
bioindicateurs idéaux de contamination métallique [144]. L’accumulation des ETMs
dans les macrophytes est influencée par plusieurs facteurs d’ordre biologique lié a la
plante (espéce et age) et d’'ordre environnemental (température, salinité et pH du
milieu et concentration des ions métalliques). Cependant, cette accumulation est
particulierement liée a la concentration des ETMs dans les sédiments et les eaux

[145] et a la spéciation du métal [144].

Les ETMs jouent un role important dans le métabolisme des plantes, certains
sont considérés comme des micronutriments essentiels et d’autres comme toxiques.
Les micronutriments essentiels jouent un réle clé de cofacteurs enzymatiques. Au-
dela d’'une certaine concentration ils deviennent toxiques [146]. Des inhibitions de

croissance et des atteintes de la structure cellulaire ont été observées [13, 51, 147].

Les activités biochimiques et physiologiques des plantes sont affectées de

plusieurs maniéres par les ETMs.

Certains se lient au groupement sulphydril de certaines enzymes provoquant

leurs inhibitions [148]. D’autres provoquent un déséquilibre de transport de certains
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métaux essentiels tel que Fe?*, Mn?*, Cu?* et Zn** en altérant la translocation et/ ou
la substitution de ces éléments. Aussi, ils affectent la production des espéces
réactives de I'oxygéne (ERO), telle I'anion superoxyde ou le radical hydroxyle d’'une
manieére exageérée. A l'état physiologique normal, les plantes produisent des ERO
continuellement lors des processus meétaboliques et sont soumis a un contrble
métabolique.  En condition de stress, notamment en présence des ETMs,
'augmentation de leurs concentrations est observée et n’est plus soumise au
contréle antioxydant de la plante créant un stress oxydatif [149, 150]. Au niveau
cellulaire, les cibles privilégiées des ERO sont I'ADN, les phospholipides

membranaires et les pigments photosynthétiques [37, 151].

Face a ce stress plusieurs mécanismes de défense et de tolérance sont mis
en place par les plantes. Certains sont d’ordre enzymatiques tels la superoxyde
dismutase, la peroxydase et la catalase [131,150, 152] et d’autres non
enzymatiques, les métabolites antioxydants tels I'acide ascorbique, le glutathion, le
polyhydroxyphénol, les sucres solubles et les acides aminés (histidine, proline) [150,
153 — 155].

Notre étude a consisté a évaluer le comportement de la lentille d’eau, L. gibba,
face a un mélange binaire cadmium-nickel. Des paramétres biochimiques de la
plante (sucre, acides aminés et proline) ont été mesureés et les concentrations en ces

ions ont été déterminées.
L’étude comportera deux parties distinctes et complémentaires :

- La premiére consiste a observer I'effet direct du mélange métallique sur L.
gibba,

- La deuxieme a pour but d’examiner le comportement des L. gibba pré-
stressées cultivées dans de nouvelles conditions normales : milieu nutritif sans

cadmium et de nickel.

3.2. Matériel et méthodes

3.2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé ainsi que les conditions de culture sont identiques a

ceux du chapitre 2 (2.2.1).
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3.2.2. Développement des expériences

3.2.2.1. Contamination aux ETMs

Des récipients en PVC d’'une capacité de 500 mL ont été utilisés. 100 frondes
de L. gibba ont été cultivées dans 200 mL de milieu nutritif contaminé par le
cadmium et le nickel selon les concentrations définies dans le Tableau 3.1 et durant
4 jours chacune. Les pourcentages des concentrations en cadmium et en nickel ont
été choisis dans l'intervalle de concentration étudié au chapitre 2. Ces concentrations
ont été sélectionnées pour avoir de bon taux d’abattement et ne générant pas une
toxicité trés élevée. Tous les récipients ont été couverts par des verres de montres

pour éviter toute évaporation du milieu de culture.

Tableau 3.1. Concentrations en cadmium et en nickel dans le milieu de culture.

Composition (mg/l)

Essais
Concentrations (%) cd* Ni%*
0 Témoin 0 0
10 Traitement 1(T1) 0,08 0,46
25 Traitement 2 (T2) 0,143 0,57
50 Traitement 3 (T3) 0,25 0,75

3.2.2.2. Réversibilité des effets du stress métallique sur L. gibba

Aprés quatre jours de contamination dans les mémes conditions que cités
précédemment (3.2.2.1), les plantes sont récupérées, rincées dans trois bains d’eau
distillée puis remis dans un milieu nutritif (milieu de Chollet) sans cadmium et sans
nickel. Deux cultures d’'une durée de quatre jours sont réalisées successivement

dans un milieu ne contenant pas de cadmium et de nickel.

3.2.3. Analyse biochimique :

Les plantes sont prélevées aprés traitement, rincées a l'eau distillée et

séchées a 60°C durant 48 heures.
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3.2.3.1. Extraction et dosage des sucres totaux solubles

Le contenu en sucres solubles est déterminé selon la méthode de Dubois
[156]. 3 mL d’éthanol a 80% sont versés dans des tubes a essai contenant 100 mg
de matiére séche (plantes séchées). Aprés incubation a température ambiante
durant 48heures, les tubes sont portés au bain Marie a 70°C pour évaporer I'alcool.
Apres refroidissement, 20 mL d’eau distillée sont ajoutés aux tubes. A 1 mL de cet
extrait est ajouté 1 mL de solution de phénol a 5%. Apres une faible agitation, 5mL
d’acide sulfurique concentré sont ajoutés. Aprées homogénéisation, le mélange est
laissé a température ambiante 15 mn puis remis au bain marie a 30°C durant 30 mn.
L’absorbance du chromogene est mesurée a 490 nm. La concentration en sucre est
alors déterminée en référence a une courbe d’étalonnage établie a partir de solution

de glucose. Les résultats sont exprimés en ymoles d’équivalent glucose/g MS.

3.2.3.2. Extraction et dosage des acides aminés

Le contenu en acides aminés est déterminé selon la méthode de Yemm et
Cocking [157]. 3 mL d’éthanol a 80% sont versés dans des tubes a essai contenant
100 mg de matiére séche. Aprés incubation a température ambiante durant 48
heures, les tubes sont portés au bain Marie a 70°C pour I'évaporation de I'alcool.
Apres refroidissement, 20 mL d’eau distillée sont ajoutés aux tubes. 200 pl de cet
extrait sont mélangés a 500 ul de tampon citrate (160 mM, pH 4,6). Aprés
homogénéisation, 1 mL du mélange réactionnel ninhydrine-acide ascorbique est
ajouté (la solution de ninhydrine est préparée extemporanément (0,575 g de
ninhydrine dans 60 mL d’éthanol a 70 %), additionné de 2 mL d’acide ascorbique
(1%, p/v)). Les tubes sont agités, fermés et placés au bain-marie a 100°C pendant
20 min. Une fois refroidis dans de la glace pilée, 3 mL d’éthanol a 70 % sont ajoutés
et I'ensemble est agité. L'absorbance du chromogéne est mesurée a 570 nm. La
concentration en acides aminés est déterminée en référence a une courbe
d’étalonnage établie a partir d’'une solution de leucine. Les résultats sont exprimés en

pmoles d’équivalent leucine/g MS.
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3.2.3.3. Extraction et dosage de la proline

La concentration en proline est déterminée selon la méthode de Trolls et
Lindsley [158] simplifiée par Rascio et al. [159]. 100 mg de plantes séchées placés
dans des tubes a essai fermés contenant 2 mL de méthanol a 40% sont chauffés 1 h
au bain-marie a 85°C. Une fois refroidis, 1 mL de la solution d’extraction est ajouté a
1 mL d’acide acétique, 25 mg de ninhydrine et 1 mL du mélange (eau distillée- acide
acétique- acide orthophosphorique de densité 1,7) (120, 300, 80 : v / v / v).
L’ensemble est porté a ébullition 30 mn au bain-marie. Apres refroidissement 5 mL
de toluene sont ajoutés. L’ensemble est vortexé, deux phases se forment. La phase
supérieure contenant la proline est récupérée. L’absorbance du chromogéne est
mesurée a 520 nm. La concentration en proline est déterminée en référence a une
courbe d’étalonnage établie a partir d’'une solution de proline. Les résultats sont

exprimés en pymoles/g MS.

3.2.4. Dosage des ETMs

Les concentrations en cadmium et en nickels dans le milieu de culture sont
déterminées a des intervalles de temps réguliers. Le dosage est réalisé comme cité

précédemment dans le chapitre 2 (cf. 2.6.).

3.2.5. Analyse statistique des résultats

Les résultats présentés sont les moyennes de trois expériences
indépendantes avec trois répétitions. Les valeurs obtenues correspondent aux
moyennes * erreur standard. L’analyse statistique a été réalisée par le test de
student et I'analyse de la variance ANOVA en utilisant le logiciel Statistica 8.0 (Stat
Soft. Inc.).

3.3. Résultats

Les résultats sont présentés en deux parties, 'une traitera des effets

combinés cadmium-nickel et 'autre abordera I'effet réversible supposé des ETMs.
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3.3.1. Effet du cadmium-nickel sur L. gibba

3.3.1.1. Effet sur le taux de sucre

La détermination de la concentration des sucres en présence et en absence
des éléments métalliques chez L. gibba a été réalisée a des intervalles de temps
réguliers de 24 heures durant 4 jours. L’évolution des concentrations des sucres en

fonction du temps est illustrée a la Figure 3.1.

Nous remarquons dans le cas du lot témoin une faible augmentation de la
concentration des sucres en fonction du temps. Cette concentration passe de 20,20
a 22,30 ymol équivalent glc/g MS, équivalant a une augmentation de I'ordre de 9,42

%. Cette faible augmentation est statistiquement significative (p= 0,003931).

Traitement 1 (T1) : nous remarquons a la figure 3.1 (a) que la concentration
des sucres augmente graduellement en fonction du temps. Elle évolue de 22,10 a

26,60 pymol équivalent glc/g MS, soit une augmentation de 20,36 %.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les valeurs des concentrations enregistrées et celles du lot traité
(T1) quelque soit le temps d’exposition : p est inferieure a 0,05. La valeur p pour
chaque jour d’exposition, J1, J2, J3 et J4, est respectivement de 0,023387,
0,000058, 0,000023 et 0,000019.

Traitement 2 (T2) : nous remarquons a la Figure 3.1 (b) que la concentration
des sucres augmente progressivement en fonction du temps pour passer de 23,5 a

29 ymol équivalent glc/g MS, soit une augmentation de 23,71%.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les valeurs des concentrations enregistrées et celles du lot traité
(T2) pour les quatre jours de traitement: p inferieure a 0,05. Pour le premier, le
deuxieme, le troisieme et le quatrieme jour la probabilité est respectivement de
0,001422, 0,000200, 0,000095 et 0,000004.
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: Evolution de la teneur des sucres en fonction du temps.

Figure 3.1
(a) T1:0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/l Ni**, (b) T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**

et (c) T3 : 0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/l Ni*".
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Traitement 3 (T3) : nous remarquons a la Figure 3.1 (c) une augmentation
graduelle de la concentration des sucres en fonction du temps. Cette concentration
passe de 24,35 a 31 umol équivalent glic/g MS, soit une augmentation de 27,31 %.
Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les valeurs des concentrations enregistrées et celles du lot traité
(T3) pour les quatre jours de traitement: p inferieure a 0,05. Pour le premier, le
deuxieme, le troisieme et le quatriéeme jour la probabilité est respectivement de
0,001015, 0,000020, 0,000002 et 0,000001.

En conclusion, nous observons une accumulation significative de la

concentration des sucres en fonction du temps d’exposition aux ETMs.

L’évolution de la concentration des sucres en fonction des traitements (témoin,

T1, T2 et T3) pour chaque jour de traitement est illustrée par la Figure 3.2.
Entre le témoin et les traitements T1, T2 et T3, nous observons :

- a j1 (Figure 3. 2 (a)) une augmentation de la concentration des sucres pour

les trois cas étudiés. Elle est respectivement de 9,41, 16,34 et 20,54%.

- a j2 (Figure 3.2 (b)) une augmentation de la concentration des sucres pour

les trois cas étudiés. Elle est respectivement de 14,04, 18,64 et 24,20 %.

- a j3 (Figure 3.2 (c)) une augmentation de la concentration des sucres pour

les trois cas étudiés. Elle est respectivement de 17,13, 24,35 et 31,20%.

- a j4 (Figure 3.2 (d)) une augmentation de la concentration des sucres pour

les trois cas étudiés. Elle est respectivement de 19,28, 30,5 et 39%.

Une augmentation de I'accumulation des sucres en fonction des traitements

appliqués est observée.

Pour confirmer ces observations une analyse ANOVA des effets des
traitements, avec un risque d’erreur fixé a 5%, a été réalisée. Les valeurs de la
probabilité sont respectivement de 0,000179, 0,000000, 0,000000 et 0,000000 pour
chaque durée de traitement. L’effet significatif des traitements est observé.
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Figure 3.2. Concentration des sucres solubles en fonction des traitements appliqués.

3.3.1.2. Effet sur le taux des acides aminés

(@)j1, (b)j2, (c) j3 et (d) j4. T1 : 0,08 mg/l Cd?* et 0,46 mg/l NiZ*;

T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**, T3 : 0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/lI Ni*".

La détermination de la concentration des acides aminés en présence et

en absence des éléments métalliques chez L. gibba a été réalisée a des intervalles

de temps réguliers de 24 heures durant 4 jours. Les résultats des teneurs en acides

aminés solubles en fonction du temps sont illustrés a la Figure 3.4.

D’aprés la Figure 3.4, nous remarquons une augmentation trés modérée de la

concentration des acides aminés dans le lot témoin, cette concentration évolue de
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10,33 a 11 umol équivalent leu/g MS, équivalant a une augmentation de la
concentration de l'ordre de 6,5%. Cette augmentation modérée est statistiquement
non significative (p= 0,205106).

Traitement (T1) : nous remarquons a la Figure 3.4 (a) que la concentration
des acides aminés libre augmente progressivement en fonction du temps, elle passe

de 11,86 a 14,68 ymol équivalent leu/g MS, soit une augmentation de 23,77%.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les concentrations enregistrées et celles du lot traité (T1) quelque
soit le temps d’exposition : p est inferieure a 0,05. La valeur-p pour chaque jour
d’exposition, J1, J2, J 3 et J4, est respectivement de 0,029938, 0,004563, 0,009299
et 0,000433.

Traitement 2 (T2) : nous remarquons a la Figure 3.4 (b) que la concentration
des acides aminés augmente progressivement en fonction du temps. Elle passe de

11,93 a 15,68 umol équivalent leu/g MS, soit une augmentation de 31,43%.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les concentrations enregistrées et celles du lot traité (T2): p< a
0,05. Pour le premier, le deuxieme, le troisieme et le quatrieme jour la probabilité est
respectivement de 0,023248, 0,004238, 0,000021 et 0,000014.

Traitement 3 (T3) : nous remarquons a la Figure 3.4 (c) une augmentation
graduelle de la concentration des acides aminés en fonction du temps. Cette
concentration passe de 12,66 a 17,22 umol équivalent leu/g MS, soit une

augmentation de 36%.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les concentrations enregistrée et celles du lot traité (T3) : p< a
0,05. Pour le premier, le deuxiéme, le troisiéme et le quatrieme jour la probabilité est
respectivement de 0,008385, 0,000526, 0,000008 et 0,000003.

En conclusion, une augmentation de la concentration des acides aminés est

observée durant le temps d’exposition.
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Figure 3.4. Evolution de la concentration des acides aminés en fonction du temps.

(a) T1:0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/l Ni**, (b) T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**

et (c) T3 : 0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/l Ni*".
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L’évolution de la concentration des acides aminés en fonction des traitements

(ttmoin, T1, T2 et T3) pour chaque jour de traitement est illustrée a la Figure 3.5.

a
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Figure 3.5. Concentration des acides aminés en fonction des traitements appliqués.

(@)j1, (b)j2, (c) j3 et (d) j4. T1 : 0,08 mg/l Cd?* et 0,46 mg/l NiZ*;

T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**, T3 : 0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/lI Ni*".

Entre le témoin et les traitements T1, T2 et T3, nous observons :

- aj1 (Figure 3.5 (a)) une augmentation de la concentration des acides aminés

pour les trois cas étudiés, elle est respectivement de 14,81, 15,48 et 22,55%.

- aj2 (Figure 3.5 (b)) une augmentation de la concentration des acides aminés

pour les trois cas étudiés, elle est respectivement de 18, 19,4 et 28 %.
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- a j3 (Figure 3.5 (c)) une augmentation de la concentration des acides aminés

pour les trois cas étudiés, elle est respectivement de 23, 34,5 et 44,56%.

- a j4 (Figure 3.5 (d)) une augmentation de la concentration des acides aminés

pour les trois cas étudiés, elle est respectivement de 33,45, 42,54 et 56,54%.

Selon ces résultats, nous constatons une augmentation de la concentration des

acides aminés proportionnelle aux traitements appliqués.

L’analyse de TANOVA des effets des traitements sur le taux d’acides aminés, avec
un risque d’erreur de 5%, a été réalisée. Pour chaque durée de traitement, 1, 2, 3 et
4 jours, la valeur de la probabilité est respectivement de 0,001204, 0,000036,
0,000013 et 0,000000. L’effet significatif des traitements est observé.

3.3.1.3. Effet sur le taux de proline

La détermination de la concentration de la proline en présence et en absence
des éléments métalliques chez L. gibba a été réalisée a des intervalles de temps
réguliers de 24 heures. Les résultats des teneurs en proline en fonction du temps

sont illustrés a la Figure 3.6.

Nous remarquons dans le cas du lot témoin une faible augmentation de la
concentration en proline en fonction du temps. Cette concentration passe de 0,43 a
0,46 umol/g MS équivalant a une augmentation de l'ordre de 7 %. Cette faible

augmentation est statistiquement significative (p= 0,001324).

Traitement 1(T1) : nous remarquons a la Figure 3.6 (a) que la concentration
en proline augmente progressivement en fonction du temps. Elle évolue de 0,48 a

0,56 ymol/g MS, soit une augmentation de 16,66 %.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les concentrations enregistrées et celles du lot traité (T1)
quelque soit le temps d’exposition : p est inferieure a 0,05. La valeur p pour chaque
jour d’exposition, J1, J2, J3 et J4, est respectivement de 0,000348, 0,000504,
0,000051 et 0,000006.
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Figure 3.6. Evolution des teneurs en proline en fonction du temps.
(a) T1:0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/l Ni**, (b) T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**

et (c) T3:0,25 mg/l Cd* et 0,75 mg/l Ni**.
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Traitement 2 (T2) : nous remarquons a la Figure 3.6 (b) que la concentration
en proline augmente progressivement en fonction du temps. Elle passe de 0,49 a

0,59 umol/g MS, soit une augmentation de 20,4%.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les concentrations enregistrées et celles du lot traité (T1) quelque
soit le temps d’exposition : p est inferieure a 0,05. Pour le premier, le deuxiéme, le
troisieme et le quatrieme jour la probabilité est respectivement de 0,000220,
0,001482, 0,000139 et 0,000023.

Traitement 3 (T3) : nous remarquons a la Figure 3.6 (c) une augmentation
graduelle de la concentration en proline en fonction du temps. Cette concentration

passe de 0,50 a 0,63 pmol /g MS, soit une augmentation de 26 %.

Comparé au témoin, I'analyse statistique permet de constater une différence trés
significative entre les concentrations enregistrées et celles du lot traité (T1) quelque
soit le temps d’exposition : p< a 0,05. Pour le premier, le deuxieéme, le troisieme et le
quatrieme jour la probabilité est respectivement de 0,000562, 0,000120, 0,000002 et
0,000008.

Nous observons une augmentation significative de la concentration de la proline en

fonction du temps d’exposition.

L’évolution de la concentration de la proline en fonction des traitements

(témoin, T1, T2 et T3) pour chaque jour de traitement est illustrée par la Figure 3.7.
Entre le témoin et les traitements T1, T2 et T3, nous observons :

- aj1 (Figure 3.7 (a)) une augmentation de la concentration en proline pour les

trois cas étudiés. Elle est respectivement de 11,63, 14 et 16,28 %.

- aj2 (Figure 3.7 (b)) une augmentation de la concentration en proline pour les

trois cas étudiés. Elle est respectivement de 18,60, 23,25 et 32,5 %.

- a j3 (Figure 3.7 (c)) une augmentation de la concentration en proline pour les

trois cas étudiés. Elle est respectivement de 20, 24,44 et 33,33 %.

- a j4 (Figure 3.7 (d)) une augmentation de la concentration en proline pour les

trois cas étudiés. Elle est respectivement de 21,74, 28,26 et 37%.
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Figure 3.7. Concentration de la proline en fonction des traitements appliqués.

(@) j1, (b)j2, (c) j3 et (d) j4.T1 : 0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/l Ni**;
T2 : 0,143 mg/l Cd*" et 0,57 mg/l Ni**, T3 : 0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/lI Ni*".

En conclusion, une augmentation de la concentration en proline est observée en

fonction des traitements appliqués.

L’analyse de TANOVA des effets du traitement sur le taux de proline, avec un

risque d’erreur de 5%, a été réalisée. Pour chaque durée du traitement, 1, 2, 3 et 4
jours, la valeur de la probabilité est respectivement de 0,000010, 0,000015,
0,000000 et 0,000000. L’effet significatif des traitements est observé.
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3.3.1.4. Effet sur I'élimination des ETMs du milieu

Le suivi de la concentration des ETMs dans le milieu de culture a été réalisé a
des intervalles de temps régulier durant quatre jours, les taux d’abattement des
ETMs ont été déduits. Pour chaque cas étudié (T1, T2 et T3), la figure 3.8 illustre

I'évolution des taux d’abattement de cadmium et nickel en fonction du temps

Nous observons d’'une maniére générale, quelque soit le traitement considéré
(T1, T2 et T3), une progression des taux d’abattements des ETMs en fonction du

temps.
Traitement 1 (T1) (Figure 3.8 (a)) :

- Dans le cas du Rcgz+, le taux d’abattement passe de 37,71 a 70,33%, soit
une augmentation de 86%. Entre le premier et le deuxieéme jour une augmentation du
taux d’abattement de I'ordre de 50% est observée et statistiquement significative, p=
0,000052. Entre le deuxiéme et le troisieme jour, on enregistre une augmentation du
taux d’abattement de l'ordre de 19,46 %, cette augmentation est statistiquement
significative, p= 0,001041. Entre le troisiéme et le quatriéme jour, une augmentation
de l'ordre de 5,50% est observée et statistiquement significative avec une probabilité
de 0,017704. De ces observations, nous déduisons que le taux d’abattement est plus

important aux deux premiers jours de traitement qu’au troisieme et quatrieme jour.

- Dans le cas du Ryi2+, Le taux d’abattement passe de 31,5 a 66,93%, soit une
augmentation de 112,48%. Nous observons entre le premier et le deuxiéme jour une
augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 58,44%, cette augmentation est
statistiquement significative, p= 0,000052. Entre le deuxiéme et le troisieme jour, on
enregistre une augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 19,83 %, cette
augmentation est statistiquement significative, p= 0,001052. Enfin entre le troisieme
et le quatriéme jour, une augmentation de l'ordre de 12,85% est observée, cette

augmentation est statistiquement significative avec une probabilité de 0,001980.

Nous déduisons que le taux d’abattement est plus important aux deux premiers jours

de traitement qu’au troisieme et quatriéme jour.
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Figure 3.8. Evolution des taux d’abattement cadmium et nickel en fonction du temps.
(a) T1:0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/l Ni**, (b) T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**et
(c) T3: 0,25 mg/l Cd* et 0,75 mg/l Ni**.



91

Traitement 2 (T2) (Figure 3.8 (b)) :

- Pour le Rcge+, Le taux d’abattement passe de 32,88 a 52,15%, soit une
augmentation de 58,61%. Nous observons entre le premier et le deuxiéme jour une
augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 35,07%, cette augmentation est
statistiquement significative, p= 0,001818. Entre le deuxiéme et le troisieme jour, on
enregistre une augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 9,75 %, cette
augmentation est statistiquement significative, p= 0,041464. Entre le troisieme et le
quatrieme jour, une augmentation de l'ordre de 7 % est observée, cette

augmentation est statistiquement significative avec une probabilité de 0,017366.

De ces observations, nous déduisons que le taux d’abattement est plus important

aux premiers jours de traitement (j1 et j2) qu’au troisiéme et quatrieme jour.

- Pour le Ryip+, Le taux d’abattement passe de 29,52 a 47,86%, soit une
augmentation de 62,13%. Nous observons entre le premier et le deuxiéme jour une
augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 20,32%, cette augmentation est
statistiquement significative, p= 0,000126. Entre le deuxiéme et le troisieme jour, on
enregistre une augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 29 %, cette
augmentation est statistiquement significative, p= 0,000102. Entre le troisieme et le
quatrieme jour, une augmentation de l'ordre de 4,43% est observée, cette

augmentation est statistiquement non significative avec une probabilité de 0,055663.

Nous déduisons que le taux d’abattement est en augmentation graduelle jusqu’au

troisieme jour de traitement, au-dela 'augmentation n’est plus significative.
Traitement 3 (T3) (Figure 3.8 (c)) :

- Pour le Rcq2+, Le taux d’abattement passe de 25,82 a 32 %, soit une
augmentation de l'ordre de 24 %. Nous observons entre le premier et le deuxieme
jour une augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 14,87%, cette
augmentation est statistiquement significative, p= 0,004437. Entre le deuxiéme et le
troisieme jour, on enregistre une augmentation du taux d’abattement de l'ordre de
7,89 %, cette augmentation est statistiquement non significative, p= 0,082794. Entre
le troisieme et le quatrieme jour, aucune augmentation n’est observée, la valeur de la

probabilité est de 1.
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Nous déduisons que le taux d’abattement est plus important au premier jour de
traitement puis diminue progressivement pour atteindre une valeur fixe au bout du

troisiéme jour.

- Pour le Rnip+, Le taux d’abattement passe de 22,66 a 28 %, soit une
augmentation de 23,56%. Nous observons entre le premier et le deuxiéme jour une
augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 5,56%, cette augmentation est
statistiquement significative, p= 0,021653. Entre le deuxiéme et le troisieme jour, on
enregistre une augmentation du taux d’abattement de l'ordre de 15,64 %, cette
augmentation est statistiquement significative, p= 0,000398. Entre le troisieme et le
quatriéme jour, une trés légére augmentation de I'ordre de 1,23% est observée, cette

augmentation est statistiquement non significative avec une probabilité de 0,373901.

De ces constats, nous déduisons que le taux d’abattement est en augmentation
graduelle jusqu’au troisiéme jour de traitement au-dela I'augmentation n’est plus

significative.

La Figure 3.9 illustre I'évolution des taux d’abattements de cadmium et nickel
en fonction des traitements (T1, T2 et T3) pour chaque jour de traitement. Nous
remarquons globalement quelque soit la réponse considérée (Rcg2+ ou Ryig+) @ les
taux d’abattement les plus élevés sont observés pour les plus faibles concentrations

en ETMs dans le milieu de culture.

Les analyses de 'ANOVA des effets des traitements sur le taux de réduction de
cadmium et de nickel ont été réalisées avec un risque d’erreur fixé a 5%. Dans le cas
de Rca2+, la valeur de la probabilité est de 0,000043 pour un jour et de 0,000000 pour
les trois derniers jours, indiquant l'effet significatif des différents traitements sur le
taux d’abattement du cadmium. Pour R+, nous observons des probabilités
respectives de 0,000022 et 0,000004 pour le premier et le deuxiéme jour de
traitement et de 0,000000 pour les deux dernier jours, ce qui traduit un effet

significatif des différents traitements sur le taux d’abattement de nickel.
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Figure 3.9. Evolution des taux d’abattement en fonction des traitements appliqués.
(@)1, (b) j2, (c) j3 et (d) j4. T1: 0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/l Ni**;
T2 : 0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**, T3 : 0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/lI Ni*".

3.3.2. Effet réversible du mélange cadmium-nickel sur L. gibba

3.3.2.1. Effet sur le taux de sucres

La détermination de la concentration des sucres en condition normale chez L.
gibba a été réalisée aprés 4 jours et 8 jours de renouvellement du milieu nutritif pour

chaque cas. Les résultats des teneurs des sucres en fonction du temps sont illustrés
a la Figure 3.10.
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Nous observons d’'une maniére globale au quatrieme et au huitiéme jour une

réduction de la teneur en sucres quelque soit le prétraitement considéré.

Figure 3.10 (a) cas des plantes stressé par le traitement 1 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitiéme jour (renouvelé le cinqui€éme jour) une
diminution de la concentration des sucres de 12,37 %.

Entre le premier et le quatriéme jour une diminution de la concentration des
sucres de 10,85%. Cette diminution est statistiquement significative, p=
0.000054.

Entre le cinquiéme et le huitiéme jour on enregistre une trés faible diminution
de la concentration des sucres de 1,69%. Cette diminution est statistiquement

non significative, p= 0,316375.

Figure 3.10 (b) cas des plantes stressé par le traitement 2 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitiéeme jour (renouvelé le cinquiéme jour) une
diminution de la concentration des sucres de 19,38%.

Entre le premier et le quatriéeme jour une diminution de la concentration des
sucres de 18,45 %. Cette diminution est statistiquement significative, p=
0,000149.

Entre le cinquiéme et le huitieme jour on enregistre une tres faible diminution
de la concentration des sucres de 1,14%. Cette diminution est statistiquement

non significative, p= 0,533591

Figure 3.10(c) cas des plantes stressé par le traitement 3 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitieme jour (renouvelé le cinquieéme jour) une
diminution de la concentration des sucres de 18,71%.

Entre le premier et le quatriéme jour une diminution de la concentration des
sucres de 11,13 %. Cette diminution est statistiquement significative, p=
0,000325.

Entre le cinquiéme et le huitieme jour on enregistre une diminution de la
concentration des sucres de 8,53 %. Cette diminution est statistiquement
significative, p= 0,009910.
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Figure 3.10. Concentration des sucres en fonction du temps.
Plantes soumises (a) & : T1 (0,08 mg/l Cd?* et 0,46 mg/l Ni**) puis remises dans un milieu
nutritif sans Cd?* et sans Ni?*, (b) T2 (0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni?**) puis remises dans un
milieu nutritif sans Cd?* et sans Ni**et (c) T3 (0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/l Ni**) puis remises

dans un milieu nutritif sans Cd?* et sans Ni%*.
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3.3.2.2. Effet sur la concentration des acides aminés

La détermination de la concentration des acides minés en condition normale

chez L. gibba a été réalisée aprés 4 jours et 8 jours de renouvellement du milieu

nutritif pour chaque cas. Les résultats des teneurs en acides aminés en fonction du

temps sont illustrés dans la Figure 3.11.

D’aprés la Figure 3.11, nous observons d’'une maniere globale une réduction

de la teneur en acides aminés en fonction du temps (4 et 8 jours) quelque soit le

prétraitement appliqué.

Figure 3.11(a) cas des plantes stressé par le traitement 1 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitiéme jour (renouvelé le cinquiéme jour) une
diminution de la concentration des acides aminés de 22,71 %.

Entre le premier et le quatriéeme jour une diminution de la concentration des
acides aminés de 19,71 %. Cette diminution est statistiquement significative,
p=0,002100.

Entre le cinquieme et le huitiéme jour on enregistre une faible diminution de la
concentration des acides aminés de 3,74 %. Cette diminution est

statistiqguement non significative, p= 0,183406.

Figure 3.11(b) cas des plantes stressé par le traitement 2 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitieme jour (renouvelé le cinquieéme jour) une
diminution de la concentration des acides aminés de 25,25 %.

Entre le premier et le quatriéme jour une diminution de la concentration des
acides aminés de 20,85 %. Cette diminution est statistiquement significative,
p=0,000356.

Entre le cinquiéme et le huitieme jour on enregistre une diminution de la
concentration des acides aminés de 5,56 %. Cette diminution est

statistiguement non significative, p= 0,080294.
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Figure 3.11 : Concentration des acides aminés en fonction du temps.
Plantes soumises (a) & : T1 (0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/I Ni**) puis remises dans un milieu
nutritif sans Cd?* et sans Ni?*, (b) T2 (0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**) puis remises dans un
milieu nutritif sans Cd?* et sans Ni**et (c) T3 (0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/l Ni**) puis remises

dans un milieu nutritif sans Cd?* et sans Ni®*.
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Figure 3.11(c) cas des plantes stressé par le traitement 3 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

- Entre le premier et le huitiéme jour (renouvelé le cinqui€éme jour) une
diminution de la concentration des acides aminés de 28,16 %.

- Entre le premier et le quatriéme jour une diminution de la concentration des
acides aminés de 25,32 %. Cette diminution est statistiquement significative,
p= 0,000016.

- Entre le cinquiéme et le huitiéeme jour on enregistre une faible diminution de la
concentration des acides aminés de 3,81 %. Cette diminution est

statistiquement non significative, p= 0,081195.

3.3.2.3. Effet sur la teneur en proline

La détermination de la concentration de la proline en condition normale chez
L. gibba a été réalisée aprés 4 jours et 8 jours de renouvellement du milieu nutritif
pour chaque cas. Les résultats des teneurs en proline en fonction du temps sont

illustrés dans la Figure 3.12.

D’aprés la Figure 3.12, nous observons d’'une maniéere globale une réduction
de la teneur en proline en fonction du temps (4 et 8 jours) quelque soit le

prétraitement appliqué.

Figure 3.12 (a) cas des plantes stressé par le traitement 1 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

- Entre le premier et le huitieme jour (renouvelé le cinquiéme jour) une

diminution de la concentration en proline de 19,52 %.

- Entre le premier et le quatrieme jour une diminution de la concentration en
proline de 17,75 %. Cette diminution est statistiguement significative,
p=0,000029.

- Entre le cinquiéme et le huitieme jour on enregistre une faible diminution de la
concentration en proline de 2,16 %. Cette diminution est statistiquement non

significative, p= 0,101192.
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Figure 3.12(b) cas des plantes stressé par le traitement 2 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitieme jour (renouvelé le cinquieéme jour) une
diminution de la concentration en proline de 22 %.

Entre le premier et le quatriéme jour une diminution de la concentration en
proline de 20,90 %. Cette diminution est statistiquement significative,
p= 0,000050.

Entre le cinquieme et le huitieme jour on enregistre une faible diminution de la
concentration en proline de 1,42 %. On observe un maintien de la
concentration en proline. Aucune différence significative n’est observé (p=
0,116117).

Figure 3.12(c) cas des plantes stressé par le traitement 3 et remises en

culture dans un nouveau milieu sans ETMs, nous remarquons :

Entre le premier et le huitiéme jour (renouvelé le cinqui€éme jour) une
diminution de la concentration en proline de 23,28 %.

Entre le premier et le quatrieme jour une diminution de la concentration en
proline de 22,16 %. Cette diminution est statistiquement significative,
(p= 0,000037).

Entre le cinquieme et le huitieme jour on enregistre une faible diminution de la
concentration en proline de 2,7 %. Cette diminution est statistiquement
significative, (p= 0,047421).
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Figure 3.12. Concentration de la proline en fonction du temps.
Plantes soumises (a) & : T1 (0,08 mg/l Cd** et 0,46 mg/I Ni**) puis remises dans un milieu
nutritif sans Cd?* et sans Ni?*, (b) T2 (0,143 mg/l Cd** et 0,57 mg/l Ni**) puis remises dans un
milieu nutritif sans Cd?* et sans Ni**et (c) T3 (0,25 mg/l Cd** et 0,75 mg/l Ni**) puis remises

dans un milieu nutritif sans Cd?* et sans Ni®*.
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3.3.2.4. Effet sur la teneur en ETMs dans le milieu de culture

La détermination de la concentration de cadmium et de nickel dans le
nouveau milieu nutritif a été estimée par SAA. Aucune concentration n’a pu étre

décelée quelque soit le milieu analysé.

3.4. Discussion et conclusion

3.4.1. Effet du cadmium-nickel sur L. gibba

3.4.1.1. Paramétres biochimiques

Les ETMs ont des cibles et des effets variables sur les organismes. Les
variations de toxicité des éléments meétalliques sont dues principalement aux
propriétés physiques et chimiques propres a chacun. Elles déterminent la
disponibilité, 'absorption, le transport, le stockage mais également I'internalisation de
ces molécules dans la plante. Cependant, ces molécules activent des voies
spécifiques ou générales de réponses au stress pour limiter les dommages
cellulaires. La mesure de la concentration de certains métabolites, notamment les
sucres, les acides aminés et la prolines, permet d’évaluer la réponse d’un végétal a

la présence des ETMs dans un milieu.

Le cadmium et le nickel ont des effets biologiques différents chez la plante.
Le cadmium ne joue aucun rdle métabolique (Pokorny et al., 2004) alors que le
nickel a faible concentration (0.01-5 pg/g MS) est un micronutriment [160]. Le nickel
est un constituant d’'une enzyme l'uréase. L’'uréase est la seule enzyme connue pour
contenir du nickel chez les plantes supérieures. Cette derniére joue un réle dans le

recyclage de 'azote issu de l'urée [161].

Les essais de contamination de L. gibba ont été réalisés durant 4 jours selon
le protocole cité en 3.2.2.1. A lissue de ces essais, nous avons observé une
accumulation significative en sucre, en acides aminées et en proline durant le temps
d’exposition de L. gibba a des concentrations variées de cadmium-nickel. Les
teneurs les plus élevées en ces métabolites ont été enregistrées pour les

concentrations les plus élevées en cadmium-nickel.

Dans le cas des sucres, nous avons observé une tres légere augmentation de

la concentration de ce métabolite au cours du temps chez le témoin. Néanmoins,
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cette augmentation est statistiquement significative. Celle-ci peut étre liée a la
croissance des plantes et a son métabolisme. Selon Smith et Stitt [162], les niveaux
endogénes de sucres solubles, de méme que leur nature varient en fonction de
divers parameétres, tels que l'organe, I'dge, le cycle jour/nuit, et les conditions
environnementales. Les niveaux endogénes de sucre représentent des variations
métaboliques au niveau des systemes de production ou d'utilisation de ces
composeés carbonés, ils indiquent un équilibre entre la photosynthese et la
croissance des plantes [163]. Cependant, ces amplitudes de variations restent
limitées en comparaison de celles obtenues en présence d’un stress. En présence
de cadmium-nickel, une augmentation significative de la concentration en sucres au
cours du temps d’exposition a été observée. Cette augmentation est proportionnelle
a la concentration du mélange cadmium-nickel. Ces observations sont en accord

avec de nombreux travaux portant sur des plantes et des ETMs variés [164 — 166].

Samarakoon et al. [164] ont observé une accumulation significative des sucres
chez Phaseolus vulgaris exposé a 400 yM de cobalt, a 200 yM de nickel et de zinc
durant 4 jours. Cette accumulation est plus élevée au dela de un ou deux jours
d’exposition. Verma et Dubey [165] ont noté une augmentation de la concentration
des sucre chez Oryza sativa L. exposée au cadmium a des concentrations de 100 et
500 uM durant 5 et 20 jours. De méme qu'ils ont observé des perturbations dans le
métabolisme des sucres. lIs ont observé une augmentation de l'activité de 'enzyme
invertase acide et de I'enzyme sucrose synthétase et une diminution de I'enzyme
sucrose phosphate synthétase. Mishra et Dubey [166] ont étudié l'effet du
nickel (200 et 400 uM) sur la teneur en sucre de deux espéces de riz Indien durant 5
et 20 jours de culture. lls observent une augmentation significative du taux de sucre
accompagné d'une hausse d’activité de I'enzyme invertase acide et de I'enzyme
sucrose synthétase. Ces résultats mettent en évidence les troubles du métabolisme

des sucres .

Toutefois, ces observations sont en opposition avec les travaux de Mishra et
Tripathi [93]. Ces derniers observent lors de la culture d’Eichhornia crassipes dans
un milieu contenant du zinc et du chrome durant 11 jours de culture une réduction de
la concentration en sucre. lIs attribuent cette réduction aux fortes concentrations en

métaux dans la plante qui inhibent le métabolisme des sucres.
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L’accumulation des sucres chez les plantes est observée également sous

I'effet d’autres types de stress tel le stress thermique [167] et le stress hydrique [168]

Selon Jouve et al. [167], les sucres ont des rbles multiples dans le
développement et la croissance des plantes mais jouent également un réle important
lors des divers stress. On leurs attribue un réle de molécules signales. Les glucides
sont une source d’énergie et un squelette carboné que les plantes utilisent pour
survivre a des conditions environnementales défavorables dont les ETMs. Lors d’'un
stress, cette source de carbone se trouve augmentée car la cellule I'utilise pour faire
face a ses besoins énergétiques, initier la production de métabolites secondaires et
reconstruire ses tissus [146]. Aussi, les glucides jouent un réle d’'osmorégulateur et
protégent les macromolécules durant la déshydratation [167]. Cependant, selon
Samarakoon et al. [164], Verma et Dubey [165] et Mishra et Dubey. [166] les
fluctuations des teneurs en sucres observées sont liées a un disfonctionnement du
métabolisme et non a un systéme de défense et de tolérance. Verma et Dubey [165]
et Mishra et Dubey [166] ont observé une hausse d’activité de I'enzyme invertase
acide et de l'enzyme sucrose synthétase, signifiant un disfonctionnement de

métabolisme.

En ce qui concerne la concentration des acides aminés, nous avons observé
une trés légére augmentation chez le témoin. Celle-ci est statistiquement non
significative. Cette légere hausse peut étre la résultante du développement et de la
croissance des plantes. Selon Coruzzi et Zhou [169], les acides aminés jouent des
rbles fondamentaux dans une multitude de processus métaboliques incluant
notamment la synthése protéique, le métabolisme hormonal, la croissance cellulaire,
la production d’énergie, la synthése de nucléobases et la biosynthése de l'urée.
Certains acides aminés ont un réle majeur dans la signalisation cellulaire, cas du
glutamate et du GABA (acide gamma-amino butyrique) [170]. D’autres peuvent
permettre I'adaptation a des changements environnementaux [171]. Enfin les acides

aminés sont également impliqués dans la sénescence des plantes [172].

Lorsque les plantes ont été soumises au stress métallique, nous avons
enregistré une hausse trés significative de la concentration des acides aminés durant

le temps d’exposition par rapport au témoin. Celle-ci est d’autant plus élevée que la
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concentration en cadmium-nickel est plus élevé. Ces constats sont similaires a ceux
de la littérature [173, 174].

Shahbaz et al. [173] ont remarqué une augmentation significative de la
concentration en acides aminés chez le Chou Chinois exposé au cadmium (2 — 10
MM) en culture hydroponique durant 7 jours. Chaffei-Houari [174] ont observé une
augmentation de la concentration en acides aminés solubles chez Solanum
lycopersicum suite a une exposition au cadmium (CdCl,:0 - 50 uM)  durant 7 jours.
Aussi ils notent particulierement 'augmentation de certains acides aminés tel gin et

glu (précurseurs de certains acides aminés)

Une hausse de la concentration en acides aminés a été observée dans

d’autres cas de stress tel le stress salin [175] et le stress hydrique [176].

Hall [43] et Sharma et Dietz [177] attribuent aux acides aminés une fonction
de tolérance et de détoxification. D’aprés Rauser [48] et Shanker et al. [178], les
acides aminés ont un role trés important dans la chélation des ETMs. Les acides
aminés jouent aussi un role dans la détoxification des espéces réactives a 'oxygéne,
préviennent les dommages engendrés par le stress oxydative, régulent le pH intra-
cellulaire et jouent un réle d’osmorégulation [179 - 181]. Par ailleurs, Sharma et Dietz
[177] suggerent que 'accumulation des acides aminés suite au stress métallique est
une réponse adaptative a ce stress et peut étre liée a la dégradation de certaines

protéines sensibles au stress ou alors a la synthése de nouveaux acides aminés.

Dans le cas de la proline, nous avons observé dans le cas du lot témoin une
trés faible accumulation de la proline durant le temps de culture. Cependant cette
accumulation est statistiquement significative. Cette observation est similaire aux
travaux de Parlak et Yilmaz [131], ou ils observent une augmentation de la
concentration en proline durant le temps de culture du témoin. Cette faible
augmentation pourrait résulter des conditions de la culture et /ou au métabolisme de

la plante. !

La proline est un acide aminé qui joue un role essentiel dans la résistance au
stress, sa concentration est augmentée. En effet, nous avons enregistré une hausse
trés significative de la concentration en proline durant le temps d’exposition aux

ETMs par rapport au témoin. Celle-ci est d’autant plus élevée que la concentration



105

en cadmium-nickel est plus élevé. Ces observations sont semblables a ceux de la
littérature [132, 150, 182].

Dinakar et al. [182] ont constaté une accumulation de la proline suite a
I'exposition de Arachis hypogaea L. au cadmium (25, 50 et 100 yM CdCI2) durant 10
et 25 jours. Quelque soit la durée d’exposition, il observe une forte accumulation
dans le cas ou la concentration en cadmium est de 100 uM de CdCl,. Yiimaz et
Parlak [150] ont aussi observé une accumulation de la proline proportionnelle a la
concentration en cadmium (0 — 20mg/l) chez Groenlandia densa. Parlak et Yilmaz
[131] ont étudié I'effet du cadmium (0 — 20 mg/l) sur la teneur de la proline sur L.
gibba durant 7 jours. lls notent une augmentation de la teneur en proline
proportionnelle a la concentration en cadmium dans le milieu de culture. Cependant
Megatli et al. [27] remarquent que l'augmentation de la proline face au stress
métallique est une accumulation transitoire. En effet, lors de I'exposition de L. minor
au cadmium (10 et 10" mg/l), au zinc (10" et 30 mg/l) et au cuivre (10 et 10"'mg/l)
durant 10 jours de traitement, ils observent durant les quatre premiers jours de
traitement une augmentation progressive de la proline, elle atteint son maximum au
quatrieme jour. Au-dela, une diminution progressive de cet acide aminé est
observée, rejoignant des valeurs semblables a ceux du témoin. Quant a Jhon et al.
[183], ils observent lors de I'exposition de Lemna polyrrhiza au cadmium et au plomb
durant 30 jours une augmentation de la teneur en proline pour les concentrations de
moins de 20 mg/l, au-dela (30 et 40 mg/l) ils observent une diminution de la
concentration en proline par rapport a celles observées aux faibles concentrations.
Les observations d’Ozturk et al. [184] rejoignent celle de Jhon et al. [183]. Lors de
leurs travaux portant sur la réponse biologique de Nasturtium officinale R. Br en
présence de différentes concentrations en arsenic (1, 3, 5, 10 et 50 uM) durant 7
jours, lls remarquent une augmentation de la concentration en proline pour toutes les
concentrations étudiées par rapport au témoin. Cependant, la teneur la plus élevée
en proline est observée pour la concentration en As (lll) de 5uM, pour les
concentrations de 10 et 50 uM la teneur en proline est plus faible en comparaison a
celle de 5 uM en As (llI).

Schat et Vooijs, [185] suggérent que I'accumulation de la proline en condition

de stress métallique est due a un déficit hydrique provoqué par les ETMs par contre
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Kastori et al. [186] et Yang et al. [133] attribuent 'augmentation de la concentration

de la proline a 'accumulation des ETMs plutét qu’au déficit hydrique.

Toutefois, la proline n’est pas seulement un indicateur de stress métallique, sa
concentration se voit augmenté dans d’autres types de stress tels le stress salin
[175, 181, 187], le stress thermique [168, 188], le stress hydrique [176] et le stress
des radiations UV [189].

L’augmentation de la teneur en proline face au divers stress est lié aux roles
gu’elle joue dans la stabilisation des membranes et des protéines de structures, au
maintient de 'hémostase cellulaire, au piégeage des espéces réactives de I'oxygéne
[133, 147, 181, 184, 190], protége les enzymes de la dégénérescence [147, 184] et

régule le pH intra cellulaire [190].

3.4.1.2. Réduction des ETMs

Dans le chapitre 2, nous avons démontré les capacités de L. gibba a réduire la
charge polluante présente dans le milieu de culture et I'impact du mélange métallique
sur les taux d’abattements du cadmium et du nickel. La mesure des taux
d’abattements des deux ETMs a été réalisée par la mesure des concentrations en
début et en fin de traitement. Dans cette partie on s’intéresse a étudier les cinétiques
d’élimination des ETMs en fonction du temps et en fonction des concentrations de

ces éléments. Des mesures au cours du temps d’exposition ont été réalisées.

Les résultats obtenus a la suite de ces essais mettent en évidence une
cinétique d’élimination des deux ETMs en fonction du temps. Celle-ci est réalisée en
deux phases, une phase initiale rapide suivie d’'une phase de ralentissement (voir
linéaire). Nous avons observé des taux d’abattements de cadmium et de nickel
élevés durant le premier et le deuxiéme jour d’exposition. Au-dela, une diminution de
ces rendements est observée. Des équilibres des taux d’abattements de cadmium et
de nickel ont été observés au troisieme jour et au quatriéme jour. En effet dans le
cas du cadmium aucune évolution du taux d’abattement n’est observée entre le
troisieme et le quatrieme jour. Pour le nickel on a observé une légére augmentation
non significative entre le troisiéme et le quatriéme jour. Cette observation corrobore

avec plusieurs travaux [26, 27,67, 93].



107

Mishra et Tripathi [93] ont étudié I'évolution de la concentration du chrome et
du zinc dans une eau naturelle contaminée par ces éléments en mono-contamination
durant onze jours de culture d’Eichhornia crassipes. lls ont observé des taux
d’abattement élevés durant les premiers jours d’exposition (entre 1 et 4 jours), au-
dela les taux d’élimination étaient trés faibles voir linéaire dans certains cas. Mégatli
et al. [27] ont étudié 'élimination du cadmium, cuivre et zinc par L. gibba durant 10
jours d’exposition. lls ont observé des taux de réduction de ces métaux de I'ordre de
60% durant les deux premiers jours d’exposition suivi d’'une diminution qui atteind
des valeurs d’abattement de 10 et 20 % au huitiéme jour et au-dela. Sasmaz et
Obek [67] ont étudié I'accumulation du cuivre et de I'or par L . gibba durant sept jours
de culture. lls ont constaté les grandes capacités de cette plante a réduire ces deux
métaux d’'une part et ont observé des taux d’élimination trés importants dés les
premier jours d’exposition et ont noté qu’au sixieme jour une trés nette réduction de
ces taux est observée. Monferran et al. [26] ont eux aussi observé une cinétique
d’élimination d’ETMs (chrome et cuivre) en fonction du temps chez Potamogeton
pusillus. En mono-contamination et en contamination binaire durant 15 jours, ils
observent des taux d’abattements trés élevés durant les quatre premiers jours
d’exposition, au-dela ils observent une réduction de ces taux d’abattement voir dans

certains cas un plateau est observé.

Toutes ces constats confirment que I'élimination des ETMs par les plantes
aquatiques est une cinétique dépendante du temps. Elle est réalisée en deux
phases, une phase initiale rapide suivie d’'une phase de ralentissement (voir linéaire).
Selon Veglio et Beolchini [191], La phase initiale est caractérisée par I'accumulation
rapide et réversible des ETMs gouvernée par le phénoméne de biosorption. La
seconde phase plus lente est liée au transport des métaux a travers la membrane

cytoplasmique vers le cytoplasme cellulaire (phénomeéne de bioaccumulation).

Les résultats obtenus mettent aussi en évidence l'effet significatif de la
concentration des ETMs dans le milieu de culture sur les taux d’abattements de ses
derniers. En effet, nous avons remarqué une diminution des taux d’abattement
lorsque la concentration de ces ETMs était plus élevée : les taux d’abattement sont
inversement proportionnels a la concentration des ETMs dans le milieu nutritif. Cette

observation est comparable a ceux de la littérature [93,104, 192].
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Oporto et al. [104] ont évalué le pouvoir de L. minor a réduire la concentration
du chrome VI. Ce métal a été additionné a différentes concentrations (0,5 — 2 mg/l) a
une eau usée traitée. Des taux d’abattement élevés ont été observés aux plus faibles
concentrations en chrome hexavalent. Mishra et Tripathi [93] ont mesuré les
capacités d’Eichhornia crassipes a réduire la concentration du chrome et du zinc
présent en mono solution aux concentrations suivantes 1, 5, 10 et 20 mg/I. lls ont
remarqué des taux d’élimination élevés pour les concentrations de 1 et 5 mg/l en
chrome et en cuivre, au dela ils observent une réduction des taux d’abattements
significatifs. Bocuk et al. [192] ont étudié I'élimination du bore présent dans un milieu
synthétique a des concentrations de 10, 25, 50, 100 et 150 mg/I par L. gibba durant 7
jours. lls ont observé des rendements d’accumulation inversement proportionnel a la

concentration du métal.

Ces observations montrent le pouvoir des plantes a éliminer les ETMs, cette
élimination est fonction des concentrations des métaux présents dans le milieu de
culture. Selon Sivaci et al. [193], les plantes accumulent les métaux par phénomeéne
d’absorption et cette accumulation est dépendante de son métabolisme. Mishra et
Tripathi [93] attribuent cette relation (accumulation en fonction de la concentration)
au degré de tolérances des plantes et a la saturation des sites récepteurs par les

métaux.

3.4.2. Effet réversible du mélange cadmium-nickel sur L. gibba

Les expériences réalisées dans cette partie ont pour but d’estimer le réle du
retrait du cadmium et du nickel du milieu de culture sur les évolutions des
parameétres biochimiques (sucres, acides aminés et proline) des plantes pré-
stressées et sur la détermination de la concentration de ces métaux dans le nouveau

milieu.

Les cultures de plantes pré-stressées dans un nouveau milieu ont été
réalisées selon le protocole cité en 3.2.2.2. Les résultats obtenus a la suite de ces
travaux nous ont permis d’observer une diminution significative de la teneur en
sucres, en acides aminés et en prolines en fonction du temps. Cette diminution est
graduelle et continue durant le temps de la culture. Cette observation est analogue

pour les trois cas de prétraitements appliqués.
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Cette observation dénote I'effet réversible des ETMs sur la concentration des
métabolites chez la plante pré-stressée. Cette observation s’accorde avec ceux de la
littérature pour d’autres plantes et d’autres métaux [194, 195]. Ces auteurs observent

la reprise d’un niveau normal de tous les paramétres physiologique et métaboliques.

Davis et al. [194] ont mis en culture durant six jours Spirodella polyrrhiza dans
un milieu contenant du bore a des concentrations comprises entre 50 et 100 mg/I,
puis remis ces plantes dans un nouveau milieu ne contenant pas ce métal. lls
observent une reprise de la croissance, marquée par un taux de croissances élevé
en comparaison a celui des plantes stressées. lls concluent a la réversibilité des
effets de ce métal sur la croissance. Cependant, ils notent que la concentration du
métal a une influence sur la réversibilité des effets (degré de toxicité). Chaffei et al.
[195] ont étudié la réversibilité probable des effets du cadmium sur des plantules de
tomates. Les plantules pré-stressées au cadmium (20 yM) durant 7 jours ont été
récupérées et remises dans un nouveau milieu de culture ne contenant pas de
cadmium. Aprés mesure de plusieurs parameétres physiologiques et métaboliques,
notamment les paramétres de croissance et les enzymes impliquées dans le
métabolisme du nitrate, durant le stress et aprés renouvellement du milieu, ils
constatent un retour progressif a la normale de tous les paramétres. lls expliquent le
retour a la normal de ces parametres par un effet de dilution du polluant
préalablement accumulé dans la plante pendant la période de traitement dans une
masse de tissu de plus en plus grande, entrainant une reprise de l'activité de

croissance apres retrait du polluant du milieu de culture.

La réversibilité du stress sur la physiologie et la biochimie des plantes a été
aussi observée pour d’autre type de stress tels le stress thermique [167] et le stress
biotique [196].

Pour ce qui est du retour a la normale des concentrations des métabolites
observé dans notre étude ceci peut s’expliquer par l'utilisation de ces derniers dans
la reconstitution des tissus cellulaire et la croissance. Selon Jouve et al. [167], la
proline accumulée durant le stress constitue une réserve d’azote et de carbone que
la plante utilise postérieurement a la période de stress pour sa croissance. Les
acides aminés sont aussi utilisés comme des précurseurs pour la synthése des
constituants cellulaires tels les protéines et les enzymes. Ces composés interviennent

dans de nombreux processus comme le contrble de la croissance et le maintien de la
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plante. De méme, les glucides peuvent constituer une source de carbone non

négligeable pour la reconstitution des tissus cellulaires [146].

Concernant la concentration des ETMs dans le nouveau milieu de culture,
aucune concentration en cadmium ou en nickel n’a pu étre quantifiée quel que soit le
pré-traitement appliqué. Il est possible d’émettre deux hypothéses pour expliquer
'absence de cadmium et de nickel dans le milieu renouvelé. La concentration peut
étre trés infime et ne peut étre détectée par I'instrument d’analyse utilisé ou alors la

plante n'a pas libéré d’ETMs dans le nouveau milieu.

Les travaux de Chaffei et al. [195] ont montré que la quantité de cadmium
incorporée dans la plante au terme de la période de traitement métallique est
sensiblement constante pendant la période de culture dans le nouveau milieu, alors
que la masse de tissus augmente sensiblement. Ceci révéle que le métal reste
séquestré dans la plante, il n'y a pas de relargage de cadmium dans le nouveau

milieu de culture.

Dans des prochains travaux, il sera impératif de quantifier le cadmium et le

nickel dans les plantes pour lever toute ambiguité.
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif du travail réalisé était d'estimer d’'une part le pouvoir de
phytoremédiation d’une lentille d’eau, Lemna gibba, vis-a-vis d’'un mélange binaire de
cadmium et de nickel et d'autre part estimer I'impact de ce mélange sur la

physiologie et la biochimie de cette derniére.

Tout d’abord, le choix du matériel végétal, L. gibba, est pertinent pour cette
étude. La L. gibba est une plante commune a de nombreux écosystemes aquatiques
et trés représentative de la flore indigene. Sa reproduction végétative par
bourgeonnement permet I'obtention d’'une biomasse trés élevée, pouvant envahir de
grandes surfaces. Elle peut-étre récoltée tres facilement depuis le milieu naturel et
peut étre cultivée en laboratoire tres aiséement. Cette espece est tres réactive a la
présence des métaux. Ces capacités a tolérer les élément-traces variés et a des

concentrations assez élevées sont avérées.

Pour se rapprocher au mieux des conditions de contamination des biotopes
aguatiques, nous avons entrepris de faire cette étude avec un mélange binaire
cadmium-nickel. L’environnement aquatique étant toujours contaminé par une

variété d'éléement-traces et est rarement ou jamais contaminé par un seul élément.

Notre travail a été réalisé en trois parties. Les principaux résultats obtenus ont

éte sélectionnés pour dégager des conclusions.

La premiere partie de cette thése a été dédiée a I'évaluation de I'effet combiné
cadmium-nickel sur les propriétés écotoxicologiques (parametres de croissance et
concentration des pigments photosynthétiques) et le pouvoir de phytoremédiation de
la plante par une approche globale. L'approche adoptée s'inspire des plans de
surface et tout particulierement le plan centré réduit. Ce type de plan permet

d’apprécier au mieux I'évolution des différentes réponses aux différents facteurs
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étudiés (concentrations en cadmium et concentration en nickel) mais aussi permet
d’apprécier a la fois I'effet individuel de chaque facteur et les effets d’interactions
entre facteurs. Une modélisation des réponses en fonction des concentrations des

deux métaux a été réalisée.
D’une maniére générale,

- Les résultats mettent en évidence les effets des ETMs sur les parameétres
écotoxicologiques de la plante : paramétres de croissance et concentration
des pigments photosynthétiques.

- Les résultats indiquent le pouvoir de cette plante a réduire considérablement

le cadmium et le nickel présents dans le milieu de culture.
- Chaque réponse a pu étre modélisée dans un polynéme de second degré.

- les modeles postulés de second degré pour chaque réponse sont significatifs
par 'analyse de 'ANOVA. Ces modéles sont représentatifs de la relation :

réponse- variable.

- L'analyse de la variance due au manque d’ajustement pour chaque réponse

étudiée est non significative, validant ainsi le modéle.

- Tous les modeles postulés sont représentatifs des expériences réalisées (les
coefficients de régression sont supérieurs a 0,95); indiquant une forte

corrélation entre les valeurs observées et prédites.

- Le signe positif des coefficients de régression des modéles mathématiques
représente un effet synergique, tandis qu'un signe négatif indique un effet

antagoniste.

- L'étude a révélé que toutes les réponses étudiées sont dépendantes de
I'espece métallique et de sa concentration (effet individuel) dans le milieu de
culture mais aussi de la présence d’autres especes métalliques (effet

d’interaction).

Ces résultats présentent l'intérét d'utiliser un plan de surface pour une
meilleure compréhension et représentation des phénomenes étudiés : toxicité et taux
d’abattement des métaux dans lintervalle des concentrations choisies. Il ne faut

surtout pas perdre de vue que ces résultats sont valables uniguement dans les
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intervalles définis des facteurs étudiés et dans les conditions expérimentales

instaurées.

La deuxieme partie a été consacrée a la compréhension de la réponse
biochimique de la plante au stress cadmium-nickel et a la cinétique d’élimination de
ces ETMs. Pour ce faire, nous avons choisi trois combinaisons de concentration de
cadmium et de nickel dans l'intervalle des concentrations étudiées en premiere partie
(10, 25 et 50% en concentration). Trois métabolites, sucres, acides aminés et
proline, ont été sélectionnés pour mesurer leurs réles dans la tolérance et/ou dans la
désintoxication face a la présence de cadmium et de nickel dans le milieu de culture.
En parallele a ces mesures biologiques I'étude des cinétiques d’élimination de ces

métaux a été réalisée.

L’exposition de L. gibba au mélange binaire cadmium et nickel dans les conditions

expérimentales prédéfinies durant 4 jours a permis d’observer :

Une accumulation des sucres solubles chez les plantes traitées aux ETMs en

comparaison au témoin (milieu sans ETMSs).
- Une accumulation significative en acides aminés en comparaison au témoin.

- Une augmentation significative de la teneur en proline en comparaison au
témoin.
- Ces accumulations de métabolites est fonction de la concentration des ions

métalliques (Cd®* et Ni**) présents dans le milieu de culture.

- Une réduction des ETMs du milieu de culture est fonction du temps. Elle est
réalisée en deux phases: une phase initiale rapide (j1 et j2) suivie d'une
phase de ralentissement.

- Les taux dabattements des deux meétaux est inversement proportionnel a

leurs concentrations initiales dans le milieu de culture.

Ces résultats témoignent de la mise en place de mécanisme de tolérance

et/ou résistance par ces plantes capables de croitre sur un milieu pollué (cadmium et
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nickel). Et souligne limportance de [I'élimination des métaux dés les premiers

moments de culture.

La derniere partie a été consacrée a l'évaluation des effets réversibles
probables du cadmium et du nickel sur la concentration de certains métabolites de L.
gibba. Pour se faire des cultures de lentilles d’eau pré-stressées, préalablement par
le cadmium et le nickel dans les mémes conditions définies dans la partie deux, sur
un milieu nutritif normal ne contenant pas de cadmium et de nickel ont été réalisées.

Les résultats ont révélé :

Une diminution de la concentration des sucres.

- Une diminution de la concentration des acides aminés
- Une diminution de la teneur en proline.

- Aucune concentration en cadmium ou en nickel n’a pu étre quantifiée dans les

milieux renouvelés.

De ces observations, nous pouvons conclure a la réversibilité des effets des
ETMs sur la concentration des métabolites jadis augmenté chez la plante stressée.
Ce qui signifie qu’une contamination transitoire des milieux par le cadmium et le
nickel a certaines concentrations peut ne pas étre suivie de conséquences
physiologiques négatives. L'incertitude de la présence de cadmium et de nickel dans
le nouveau milieu normal nécessite d’'autres études plus poussées pour pouvoir

conclure.

Enfin, les résultats acquis dans cette these permettent d’envisager de

nouvelles perspectives pour des études futures :

- L'utilisation des isotopes stables pour la contamination des milieux
synthétiques, ouvrira de nombreuses applications dans la compréhension des
transferts de métaux du milieu a l'organisme et au sein de Il'organisme

considéré.
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L'étude de la synthese et de la régulation des enzymes du métabolisme
cellulaire afin de comprendre la signalisation et les cascades de réactions

cellulaires et moléculaires induites par les polluants métalliques.

Suivre I'évolution des conditions physico-chimiques du milieu de culture pour
voir I'impact de celui-ci sur le comportement physiologique et le pouvoir de la

plante a la phytoremédiation.

Pour simuler au mieux la réalité des contaminations environnementales, il est
nécessaire d'augmenter le nombre de variables (ETMs) et d’additionner a ces
mélanges métalliques des polluants organiques souvent retrouvés dans les

milieux aquatiques tels les pesticides.

Etudier le systeme en condition réelle (non contr6lé) pour déterminer les
facteurs environnementaux qui peuvent diminuer les performances des
plantes a réduire la charge polluante et a instaurer les conditions idéales pour

cette derniere.

Développer le procédé en systeme continu pour un éventuel essai en

conditions réelles.

Etudier le devenir de ces plantes apres traitement c'est-a-dire leur valorisation.
Et aussi de trouver un moyen approprié pour récupérer les ETMs séquestrés

dans la plante.
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PROTOCOLE DE PREPARATION DU MILIEU DE CHOLLET

La préparation de 1 litre de milieu nutritif est réalisée a partir de solutions stocks

selon les proportions définies dans le tableau ci-dessous.

Volume prélevé pour un

Solution  Composition chimique Concentration litre de milieu de culture
(/) (m)
KNO3 40.40
S1 KH2PO4 10.06 5
K2HPO4 05.76
MgS0O,4.7H,0 04.96
CaCl, 01.14
S2 HsBO3 0.03572 10
MnCI2.4H20 00.28
ZnS0Oq 00.60
S3 (NH4)sM07024.4H,0 0.043 1
CoCly, 2H,0 0.054
FeS0,4.7H,0 1.20
>4 K2SO,4 03.48 °
S5 CUC|2, 2H20 0.078 1
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APPENDICE B

GLOSSAIRE

Alliage : produit de caracteres métallique résultant de lincorporation d'un ou de

plusieurs élément, métallique ou non, a un métal.

Analyse de régression : ensemble de tests statistiques permettant de prendre une
décision sur un modéle dans sa globalité (test F de Fisher), sur chacun des

coefficients (test t de Student) et sur les résidus (test de la normalité des résidus...).

Analyse de variance (ANOVA ou ANAVAR) : test statistique (test F de Fisher)
permettant de décomposer la variation d’'une réponse a partir des changements des

modalités des facteurs et du modéle postulé.

Anémie : diminution de la concentration en hémoglobine du sang, quelle qu’en soit

la cause.

Angiosperme : plantes a fleurs.

Asthénie : affaiblissement générale de I'organisme.

Bradycardie : lenteur du rythme cardiaque, normale ou pathologique.

Bryophyte : végétal, le plus souvent terrestre, sans racine ni vaisseaux, mais

généralement, pourvu de feuilles, tel les mousses

Charophyte : végétal d’eau douce présentant des caractéres a la fois d’algue verte

et de mousse, a tige dressé, aux ramifications dichotomiques régulieres.
Dermatite de la peau : nom donné a certaines affections de la peau.

Effet moyen d’un facteur : variation de la réponse observée ou modélisée lorsque

le facteur change de modalité.
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Emphyséme : dilatation excessive et permanentes des alvéoles pulmonaires, avec

rupture de leurs cloisons.
Fibrose : transformation fibreuse d’un tissu.

Homéostasie : maintient a un niveau constant, par les organismes vivants, des

caractéristiques internes (concentration des substances, ...)

Insuffisance rénale : incapacité de l'organe a accomplir totalement sa fonction

normale.

Interaction ou couplage : modification de l'effet d'un facteur en fonction de la

modalité d’'un autre facteur.

Isovariance par rotation : critere propre aux plans d’expérience pour I'étude des
surfaces de réponse traduisant le fait que la fonction de variance ne dépende que de

la distance au centre du modéle.

Méthode des moindres carrés : méthode mathématique permettant d’obtenir une
estimation non biaisée des coefficients par minimisation de la somme des carrés des

résidus.

Minéraux détritigue: minéraux résultant de la désagrégation de minéraux

préexistant.

Monocotylédone : plante a fleurs dont la graine contient une plantule a un seul

cotylédon.

Edeme : accumulation anormale de liquide provenant du sang dans les espaces

intercellulaire d’un tissu.

Olivine : péridot de couleur vert-olive, commune dans les basaltes, les gabbros et

les péridotites.

Ostéomalacie : déminéralisation des os due notamment & une carence en vitamine

D et équivalente chez I'adulte du rachitisme.
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Ostéoporose : fragilité diffuse des os due a une déminéralisation par raréfaction de

la matrice protéique.
Pétiole : partie rétrécie reliant le limbe d’'une feuille a la tige.

Phanérogame : plante vasculaire se reproduisant par des organes bien visible,

regroupés en cones ou en fleurs.

Photosynthése : processus de fabrication de matiére organique a partir de I'eau et
du gaz carbonique de l'atmospheére, utilisant la lumiere solaire comme source
d’énergie et qui produit un dégagement d’oxygéne. Activité réductrice permettant la

synthese de trioses phosphate.

Ptéridophytes : végétal cryptogame vasculaire, sans fleurs et aux tissus comportant

des vaisseaux conducteurs, tel les fougeres.
Pyrite : sulfure de fer, aux cristaux a reflets vert.

Pyroxéne : silicate de fer, de magnésium, de calcium, parfois d’aluminium, présent

dans les roches magmatiques et métamorphiques.
Résidu : écart entre la valeur observée d’'une réponse et sa prévision par le modele.

Respiration cellulaire : Mécanisme d’extraction d’énergie et de production d’ATP

par oxydation.

Rhizome : Tige souterraine souvent horizontale des plantes vasculaires capable de

produire des nouvelles plantes par reproduction végétative.
Stress oxydant : Déséquilibre entre les systemes prooxydants et antioxydants.

Thalles : appareil végétatif des végétaux inferieurs, ou I'on ne peut distinguer ni

racine ni tige, ni feuilles.
Xénobiotique : Substance étrangére au milieu naturel ou a I'organisme possédant

Zosteres : herbe marine vivace, formant de vastes prairies sous marines littorales.
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