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RÉ MÉ 

Le éléments du groupe du platine (EGP), ont de métaux trace , identifiés comme 
polluants émergents. Dans l' industrie automobile, troi d ' entre eux, le Platine (Pt), le 
Rhodium (Rh) et le Palladium (Pd) entrent dans la fabrication des pots catalytiques 
depuis le début des années 70 afin de catalyser la conversion des gaz d ' échappements 
toxiques des véhicules en gaz non polluants. Parmi les trois métaux actifs utilisés 
c ' est le Pd qui se place comme polluant principal à risque, car celui-ci est devenu 
majoritaire dans la composition du catal seur depuis les années 90. De plus, l'usure 
de ce dernier libère progressivement le métal dans l' environnement le long des routes. 
C'est également le EGP le plus soluble, ce qui le rend fortement mobile dans les 
écosystèmes aquatiques après lessivage des routes par les eaux de pluie. Lemna minor 
est un modèle adéquat pour étudier la toxicité des contaminant . En effet, ce modèle 
impie, s ' avère être un très bon bioindicateur de la qualité environnementale et un 

organisme à la base de plusieurs chaines alimentaires permettant d ' étudier les 
phénomènes de bioaccumulation et bioamplification. L ' objectif principal de cette 
étude est de discriminer des biomarqueurs sensibles à la présence et à la toxicité du 
Pd chez un producteur primaire végétal aquatique . Pour cela nous avons quantifié la 
bioaccumulation du métal dans les tissus par ICP-EOS, et étudié quelques 
biomarqueurs capables de caractériser sa toxicité cellulaire. Le métal s ' est avéré être 
fortement bioaccumulé entrainant un tress métallique sévère qui se traduit par trois 
niveaux de toxicité. Un premier, dans lequel Lemna minor met en place des 
biomarqueurs de présence qui jouent également le rôle de défense . Un deuxième 
ni eau, qui entraine des perturbation biochimiques, notamment sur la photosynthèse 
et enfin un troisième ni eau de déclin généralisé de la croissance. 

Mot clés : Palladium, Photosynthèse, Biomarqueurs, Fluorescence, PGE, 
Bioaccumulation, métaux, Lemna minor, Chlorophylles AB /RC, cinétique rapide, 
Chi a 



TRODUCTIO GE ÉRALE 

Depuis le début de l'ère industrielle au XVIIème siècle, les actions anthropiques n ont 

ce é de croître, menant au relargage dans l'environnement de contaminants nocifs 

pour les écosystèmes. L'air les sols et les eaux se retrouvent_ contaminés par un 

cocktail de polluants d·origine diverse (Corella et al. , 2018). L' agriculture les 

mo ens de tran port, les industrie minière ... sont les principales source de ce 

polluants environnemei:itaux ( chwartz, 1994; Li et al. 2014· Evans et al. , 2019· 

Mahyon et al. , 2019). Ils peuvent s ' accumuler au sein des tissus des organismes 

unicellulaires ou pluricellulaires et sont l' une des nombreuses causes à l'origine de la 

perturbation de processus biochimiques majeurs du monde du vivant, tels que la 

re piration et la photosynthèse (Belyaeva et al. , 2008 ; Vannini et al. , 2011 ). 

Dans les années 70, le Plomb a inscrit les moyens de transports dont la voiture, 

comme polluants majeurs de l' air des zones urbaines (Thomas, 1995; eedleman, 

2000· Whitehead et al. , 2019) . En parallèle, la pollution de 1 air des villes par les 

o yde d azote Ox), les oxydes de carbone (CO) et les hydrocarbures (C Hy) a 

rendu obligatoire l utilisation d ' un pot catalytique pour tous le véhicules motorisés à 

e ence, permettant ainsi de catalyser la transformation des gaz nocifs en composés 

moins toxiques , tels que le dioxyde de carbone (C02), l' eau (H20) ou le diazote 2) 

(Zechmeister et al. 2006; Vannini et al., 2011 · Mahyon et al., 2019). Le plomb a été 

retiré de l'essence non pas à cause de sa forte toxicité et son caractère polluant 

témique, mais car celui-ci entraînait une u ure précoce de pots catalytiques par 

inhibition de on pou oir de catalyse (Thoma , 1995; Von torch et al. , 2003). 

Aujourd ' hui encore ces éléments catalytiques dépolluants , ne cessent d ' être 
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perfectionnés. Il ont formés d ' un support essentiellement en céramique, et lient des 

métaux actifs de la famille du platine appelé éléments du groupe du platine ou EGP. 

Les EGP ont au nombre de six, mai seulement 3 d ' entre eux sont retrouvés dans 

l' industrie automobile , (dans des ratios ariables selon le constructeur automobile), 

pour endiguer l' élimination des compo és toxiques (Zechmeister et al. , 2006; Vannini 

et al., 2011 ; Aruguete et al. , 2019; Mahyon et al. , 2019). éanmoins, un mauvais 

entretien de l' automobile , une mauvaise utilisation, ou encore les additifs de l' essence 

utilisés, accélèrent l ' usure du catalyseur, et entraînent la libération des EGP, devenant 

des polluants potentiels pour les organismes vivants et les écosystèmes (Ely et al., 

2001; Zechmeister et al. , 2006; Vannini et al. , 2011; Chenet al. , 2015; Kins·ka et al. , 

2019) d ' où l' importance d ' étudier leur impact chez des producteurs primaires à la 

ba e de la chaîne alimentaire. Il est donc pertinant de réaliser une étude à ce niveau, 

affin de distinguer un ensemble de biomarqueurs physiologique et biochimiques pour 

mieux comprendre la toxicité du palladium au ni eau cellulaire en mettant un accent 

ur son impacte au niveau de la phase claire de la photosynthèse. Et ainsi déterminer 

leur niveau de sensibilité suite à la contamination du métal, pour comprendre le 

ccomportement et l' affinité du métal au niveau cellulaire. 



CH PITRE I 

ÉTAT DE L' ART 

1. 1 Les métaux, des polluants del ' environnement 

1. l . 1 Les métaux 

On distingue deux classe d'éléments le macro-minéraux dits ' essentiels" qui jouent 

un rôle dans les réactions biochimique et le métabolisme cellulaire, par xemple le 

Fe, Cu, Zn, etc. et les " non essentiels' dans lequel on retrouve le «éléments traces », 

qui n'interviennent dans aucun proces u biologique et beaucoup plus rares (Mertz, 

1981; Masié et al. , 2018). Les métaux lourds font rartis des éléments traces. Ils sont 

naturellement présents dans l' environnement et s 'y réparti sent selon des cycles 

biogéochimiques. Lorsque I environnement ne permet plus le déplacement de ces 

éléments, ils se déposent et l' érosion, constitue I un des facteurs qui les libèrent 

naturellement dans l' environnement par remaniement de la croûte terrestre (Duffus, 

2002; Artemieva et al. , 2019). éanmoins, les différente actions anthropiques 

augmentent la libération dans l' environnement des métaux essentiels et non essentiels, 

et leurs concentrations croient de manière fulgurante , atteignant des concentrations 

nui ibles à la santé des organismes (Corella et al. , 2018; Masié et al. , 2018; Ozaki et 

al. , 2019). Le trafic routier constitue une source importante de contaminants dans 

l' environnement, dont des métaux lourds de la famille du platine nécessaires afin de 

catal ser la conversion de gaz nocif en gaz moin toxique libérés suite à l' usure du 
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éhicule (Zechmeister et al. , 2006; Vannini et al. 2011; Mahyon et al. , 2019). De 

manière générale, en milieu aquatique, les métaux existent sous formes physiques 

(di soutes, particulaires et colloïdales) ainsi que sous formes chimiques (ioniques, 

complexées ou organiques). La distribution de ces différentes formes ou espèces 

chimiques d ' un métal est appelée spéciation et dépend de nombreux paramètres 

phy icochimiques comme la température le pH, le potentiel oxydoréducteur 

(Ku hner, 1993; VanBriesen et al. , 2010; Zhao et al. , 2015 ; Zitoun et al. , 2019). Ces 

différentes formes peuvent pénétrer dans l' organisme via des transporteurs. On parle 

alors de biodisponibilité qui se définit par la possibilité que possède une substance à 

franchir la barrière physique de l' organisme, de s ' y propager, et d ' entrer en contact 

avec les organes. La forme ionique s'illustre comme étant la forme la plus 

biodisponible d ' un métal. Par ailleurs mobile dans l' environnement ce qui la rend 

encore plus dangereuse pour la santé des organismes vivants. De plus, les métaux non 

essentiels peuvent entrer en compétition avec les éléments essentiels , influençant 

leurs entrées au sein de la cellule etc. (Kushner 1993 ; olan et al. , 2003; Waldron et 

al. , 2009; Zhao et Wilkinson, 2015). 

1.1.2 La bioaccumulation 

Aprè avoir pénétrés l' organisme via l' alimentation ou le milieu de vie, les 

contaminants, en l'occurrence les métaux, s ' accumulent dans les tissus. On parle de 

bioaccumulation dès lors où les métaux seront plus vite absorbés par l' organisme 

vivant qu ' ils ne sont éliminés. On distingue deux procédés; la bioaccumulation 

(Figure 1.1 A) processus par lequel un contaminant s ' accumule dans les tissus d ' un 

organi me suite à un contact direct entre l' organisme et le contaminant présent dans 

son environnement, la bioamplification le long de la chaîne alimentaire (Figure 1.1 B), 

processus par lequel le contaminant s ' accumule dans les tissus d ' un organisme, suite 

à la consommation par un prédateur, de proies ayant bioaccumulé au préalable le dit 

contaminant (Rychen et al. , 2006; Ghannem et al. , 2016· Ghemari et al. , 2019). 
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Bioaccumulation 
A 

Temps 

Bioam plification B 

Temps 

- iveau de contamination 

Figure 1.1 Bioaccumulation (A) et Bioamplification (B) des contaminants au sein des 
organismes et de la chaîne alimentaire. 

1.2 L' utilisation de biomarqueurs dans l' évaluation toxicologique 

Les biomarqueur en toxicologie, sont des modifications moléculaires, biochimiques 

phy iologiques ou comportementales d ' un organisme. Ils témoignent de la pré ence 

ou de l' effet toxique direct d ' un contaminant dans le milieu de vie de l' organisme. De 

nature diverse et variée, ils témoignent de la contamination par un xénobiotique. La 

recherche et la quantification des biomarqueur , doi ent permettre une répétab.ilité 

de ré ultats , il faut donc que ces dernier soient en ible et fiables. Ces 

modifications illustrent une affinité ou permettent de donner une idée du lieu d ' action 

de contaminant . On cherche donc à identifier des biomarqueurs sensibles et 

efficaces, qui permettront de détecter la présence dans l' en ironnement de 

contaminant de manière précoce. Et ainsi mieux comprendre le mode d ' action de ces 
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derniers, oir prévenir de potentielles pollutions et désastre écologiques capables 

d ' inhiber le développement d espèces (Lagad ic , 1997; Erraud et al. , 2019). 

1.3 Les éléments du groupe du platine (EGP), des polluants toxiques 

Le EGP regroupent 6 métaux lourds (non e entiels au vivant) le Ruthénium (Ru), 

le Rhodium (Rh) le Palladium (Pd), l' Osmium (Os), l'Iridium (Ir) et le Platine (Pt) . 

Tous ces métaux sont présents à de faibles concentrations dan la croûte terrestre 

(Barn es et al., 1985). éanmoins leurs valeurs ne cessent d ' augmenter dans les 

différents biotopes depuis le début de leur utilisation au sein du domaine automobile 

dans les années 1970 (Beary et al. 1995 · Gomez et al., 2002 ; Vannini et al., 2011 ). Il 

a été montré que les EGP, en solution peuvent se solubiliser formant des formes 

ionique beaucoup plus biodisponible et bioaccumulable pour les organismes 

aquatiques que les formes métalliques. Et, comme tout métal leur solubilisation dans 

un milieu acide est beaucoup plus forte. Dan les sols, le EGP e déposent dan la 

couche supérieure Uusqu ' à 4 cm de la surface) et présentent une grande affinité pour 

les composés organiques, ils peuvent ainsi se lier aux acide organiques telluriques, 

, humiques ou fulviques les rendant biodisponibles et bioaccumulables par les plantes 

terrestre (Ely et al. 2001 ; Zhao et Wilkinson 2015). L ' étude de la complexation des 

EGP est un outil utile pour une meilleure connaissance de leurs disponibilité dans 

l' en ironnement (Gomez et al., 2002). 

1.3.1 Le palladium un métal actif 

Introduit aux États-Unis en 1975 , et au Japon en 1976, le pot catalytique a été adopté 

par l'Union Européenne en 1993 via les norme EURO ainsi que par le reste du 

monde afin de faire partie de l' équipement standard d ' une voiture moderne. 

Initialement composé d ' un mélange de Pt/Rh puis de Pt/Pd, le Pd est devenu 

progressi ement majoritaire dè 1990 (Beary et Paul sen, 1995 ; Ely et al., 2001 · Pan 
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et al. , 2009; Fumagall i et al. , 2010). Le Pd est utilisé dans de nombreux domaines 

d ' application, notamment en bijouterie, en odontologie, en connectique, en chirurgie, 

en musique, en aéronautique, en biotechno logie et surtout en automobile représentant 

61 % de son utilisation mondiale, au Canada, le Pd représente 70% de la production 

minière de EGP en 2017. A ec le Pt et le Rh, ils constituent les 3 EGP les plus 

utili és et e retrou ent dan les automobiles modernes en circulation au ni eau du 

convertisseur catalytique (Figure 1.2) . De plus entre 1993 et 2002, on relève une 

augmentation de 1087% de la masse de Pd européen consommé pour les 

convertisseurs (Ely et al. , 2001; Pan et al. , 2009; Ressources naturelles Canada, 

2018). Ce métaux sont importants , car la combustion du carburant dans le moteur 

produit un mélange de gaz nocifs : Ox CO ·et autres hydrocarbures aromatiques 

polycycliques et compo é organiques volatils. Afin d ' endiguer l' élimination de ces 

composés dans la nature l' utilisation d ' un convertisseur catalytique a été rendue 

obligatoire sur les automobiles . Les gaz émis ont alors-convertis en gaz qui le sont 

moin (CO2, H2O et 2) par le biais des 3 métaux actifs précédemment cités, efficace 

afin de catalyser la conversion en question (Melber et al. 2002; Zimmermann et al. , 

2017; Mahyon et al. , 2019). 
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Figure 1.2 Schéma d ' une voiture vue du dessous et photographie d ' un pot catalytique. 
(A) moteur, (B) pot catalytique et (C) pot d ' échappement. 

1.3.2 Le palladium, un polluant émergent 

Des études ont mi en lumière I augmentation significative des concentrations des 

EGP dans l' air, 1 eau et le sol des milieux urbains depuis 1970, fortement corrélées 

à l' introduction des convertisseurs catalytiques. Les automobile , dont le nombre en 

circulation ne ces e d ' augmenter depuis 1965 , sont un outil indispensable de la vie 

quotidienne. Leur moteur à combustion est une source de pollution grave pour 

l' environnement, faisant du trafic routier la cause principale de rejet des EGP. Un 

grand nombre de facteurs joue un rôle dans l' usure normale et prématurée du moteur 

et de son convertisseur catalytique, tels que l' âge, le type de véhicule, du moteur, le 

kilométrage, la vitesse, la température, le type d ' additif ajouté au carburant, etc. (Ely 

et al. , 2001 ; Vannini et al. , 2011 ; Zimmermann et al. , 2017). Tous ces facteurs 

entraînent une usure par abrasion de la surface du pot catalytique. Les gaz éliminés 

contiennent ainsi des EGP liés ou non au support du catalyseur (fragment de 

céramique, d ' aluminium), formant des particules, dont la taille variable, influence 

leurs distribution spatiales. Les plus petites ( <2 µm), peuvent voyager dans I air sur 

de grandes distances à plus de 200 m des routes voir même ju qu ' à des régions 
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i olées, alors que le plus grosses particule (>2 µm), retombent en lisière de route, et 

· accumulent dan ce qu ' on appelle « la pou si ère de route » (Zechmeister et al. , 

2006). Ainsi en 1976, on a mesuré dans l' air en Californie, un taux de 0,06 pg/m3 de 

Pd contre 1 pg/m3 de Pd en 2000. Ces ré ultats offrent un ordre de grandeur à 

anal ser mai ne ont pas comparable aux mesure faites dans d ' autres 

agglomérations ou métropoles, notamment à cause du grand nombre de facteurs in 

situ influençant ces dernières comme la topographie, les conditions météorologiques, 

etc. Il existe encore peu. de résultats interprétables des valeurs de contamination de 

l' air à cause d ' un manque de système de surveillance des EGP (Gomez et al. , 2002). 

Sur la période de 1994 à 1998 des mesures effectuées dans une bouche de ventilation 

d ' un tunnel d autoroute à Styria en Autriche ont montré une augmentation de la 

concentration en EGP dans les poussières recueillies soit+ 26ng/g de Pt, +2,5 ng/g de 

Rh, + 1,5 ng/g de Pd. Le rapport mesuré est semblable au ratio utilisé pour la 

fabrication des catal seurs. Les poussière quant à elles peu ent facilement être 

le si ées par les eaux de pluie et s ' accumuler ur des organismes et dans les sols, les 

eau et les sédiments où ils seront préconcentrés. On obser e d ' ailleurs une forte 

concentration en Pd dans les milieux aquatique a ec des valeurs atteignant 38,7 ng/g 

dan les sédiments de la rivière Molndal en uède et 19,93 ng/g dans les sédiments 

du port de Boston aux Etats-Unis. Des concentrations moindres sont retrouvées dans 

le Rhin en Allemagne (0 4 ng/L), et dan les eaux usées de Varè e en Italie (2 µg/L) 

mais celles-ci restent au-dessus des niveaux naturels (Vannini et al. 2011). Au final 

il est donc normal d observer une augmentation massive de la concentration des EGP 

dans l' environnement, corrélée à l' augmentation perpétuelle du nombre 

d automobiles produite en circulation. éanmoins, le domaine automobile n ' est pas 

la eule source d EGP dans l' environnement. Des études ont notamment révélé le 

système d ' élimination des eaux usées de hôpitaux comme source d ' EGP importante. 

Le Pd remplace progressivement le Pt dans les traitements anti-cancéreux, pour faire 

face à certaines résistance au Pt et finit par être éliminé via les urines dans les eaux 

usées (Kümmereretal. 1997; Goykhman etal. , 2019; Zhou, X.-Q. etal., 2019). 
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1.3.3 Le palladium, biodisponible et to 1que 

Depui les années 90 des initiatives ont cherché à remplacer le Pt par le Pd dans les 

convertisseurs catalytiques de par son coût plus faible et une plus grande stabilité 

chimique (Fumagalli et al., 2010; Birke et al., 2018). Cela peut constituer un risque 

majeur dans la contamination des écos stème , car celui-ci est le EGP le plus soluble 

avec un gradient de solubilité de Pd>Rh>Pt et un taux de solubilité de 6% en 15h, le 

rendant fortement disponible bien plus que le Pt dont les concentrations dans 

l' en ironnement sont ignificativement plus élevées mais reflétant un risque moindre 

(Vannin i et al., 2011 ; Mahyon et al., 2019). La communauté scientifique s ' intéresse 

de plus en plus au effets que cette augmentation pourrait avoir sur la santé 

environnementale et humaine via l inhalation, et les résultats sont sans équivoque 

mais loin d ' être alarmants tant que la concentration dans l' air reste inférieure à 100 

ng/m3 (Gomez et al., 2002; Bocca et al., 2004). éanmoins, l'Europe, les États-Unis, 

la Chine, l' Inde et l' Australie affichent une augmentation des EPG dans 

1 environnement de 2 ordres de grandeur durant les 15 dernière années précédant les 

année 2000. Le concentrations environnementales en EGP ne cessent d ' augmenter 

partout dans le monde (Birke et al. , 2018). Un petit groupe d ' étude tente de 

comprendre et réduire l'élimination des EGP via de nouveaux modèles de 

con ertis eurs catal tiques (Mahyon et al., 2019) . éanmoin , ce sont les eaux qui 

représentent la principale cible de contamination et qui devraient constituer une réelle 

préoccupation de la communauté scientifique. Or, la majorité des études de 

toxicologie se focalisent sur la santé via le modèle animal , et peu d ' étude s ' intéresse 

au producteurs photosynthétiques à la base d ' un grand nombre de chaînes 

alimentaires ou bien ce études n'ont pas été standardisées et ne peu ent pas être 

comparées les unes aux autres. Même si la situation est loin d être alarmante, il est 

urgent de s ' intéresser au phénomène car il a été montré que le Pd, à de très faibles 

concentrations, pouvait agir comme un inhibiteur de procédés biologiques 

(enz matiques, cellulaire , ... ) à cause de sa forte affinité pour les atomes de soufre et 



1 l 

d ' azote. Il pourrait également bloquer les défenses cellulaire constituant ain une 

oie privilégiée à l'entrée d ' autres contaminants, comme le Pt qui agirait en nerg1e 

avec le Pd déjà présent en excès dans l' environnement (Zimmermann et al. , 2017), ou 

encore les nombreux pesticides en synergique affectant la croissance du végétal. 

1.4 La croissance égétale 

1.4. l Matériel biologique : Lemna minor 

L organisme d ' étude de ce travail est un macrophyte, c'e t à dire que ce végétal 

aquatique est isible à l' œil nu (Figure 1.3). Lemna minore tune plante supérieure 

dotée de thalles et de racines qui en fait un bon modèle ~-étude de la toxicité des 

polluants chez les végétaux supérieurs. Elle constitue un bio-indicateur adéquat des 

écosystèmes aquatiques, mais également un modèle de laboratoire facile à cultiver 

grâce à sa rapidité de multiplication et I homogénéité génétique de la population. 

( mith et al., 1989; Wang 1990; OCDE, 2006) 

Clas ification systématique de Lemna minor: 

Règne : Plantae, ous Règne : Tracheobionta, Clade : Angiosperme Sous Clade : 

Monocotylédones, Ordre: Alismatales, Famille: Araceae, Sous Famille : Lemnoideae 

/ Lemnaceae, Genre: Lemna Espèce: Lemna minor (Hillman, 1961; Wang, 1990). 

Les plantes du genre Lemna sont facilement invasives par leur rapidité de croissance 

et leur capacité à préle er les minéraux de leur biotope dit lentique, c'est-à-dire un 

écos tème d ' eau calme des régions tempérées de l' hémi phère nord du globe 

(Hillman, 1961 · Arber, 1963; Marie-Victorin, 1964; Wang, 1990; OCDE, 2006). es 

thalle sont de formes sphériques et aplaties et de petite taille, atteignant parfois les 5 

mm (Figure 1.2). Chaque individu possède une racine unique filiforme qui peut 

atteindre 5 cm lorsque la plante est dans des condition optimales de croi sance 
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(Hillman, 1961 ; arie-Victorin, 1964· Wang, 1990). Ses thalles possèdent également 

une tructure appelée parenchyme aérifère qui leur confère cette capacité de flottaison 

et de former un tapi égétal à la surface de l' eau, où elle diminue l' illumination des 

autres espèces en dessous dans la colonne d ' eau (Hillman, 1961 ; Marie-Victorin, 

1964; Godfrey, 1981). Décrite comme une plante hyperaccumulatrice de métaux 

lourds, notamment du cuivre et du chrome, elle peut absorber entre 80 à 330 mg de 

cui re et entre 250 et 660 mg de chrome par jour et par m2 de surface foliaire 

(Wahaab et al. 1995 ; Shukla et al. , 2019). La plante, suit une croissance 

exponentielle, qui dépend es entiellement de deux facteurs physiques, la température 

(env iron 24°C) et le temps dïllumination so it 16h de jour en moyenne (Wang, 1990; 

OCDE, 2006. 

Figure 1.3 Photographies de Lemna minor. 

1.4.2 Dé eloppement de Lemna minor 

Lemna minor pos ède 2 stades de ie, un stade juvénile à 2 thalles qui croît durant 2 

jours et atteint alors une forme adulte à 4 thalles. La forme adulte se divise à nouveau 

en deux individu juvéniles libres à deux thalles le 3ème jour du développement 

(Figure 1.4). Au cours de cette division on voit apparaître une structure appelée 
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pétiole qui relie les 2 futurs individus libres (Hillman, 1961 ; Marie-Victorin, 1964; 

Godfrey 1981 ; Wang, 1990). Cette reproduction est dite végétative, elle se fait par 

bourgeonnement et est non sexuée, même si la reproduction sexuée est possible, 

notamment dans les milieux naturels, mais celle-ci reste rare. La croissance par 

bourgeonnement, est donc la production d ' un nouvel individu fille à partir d ' un 

unique individu mère (Hillman, 1961; Marie-Victorin, 1964). L ' élaboration d ' un tel 

individu nécessite l' activation du cycle cellulaire, mais avant toute chose, la plante 

doit activer les voies métaboliques impliquées dans la synthèse des nouveaux 

constituants cellulaires via la production de matière organique et ce par le biais de la 

photosynthèse. 

1,5 -2j 

Figure 1.4 Schéma de la reproduction de Lemna minor par bourgeonnement. 

1.5 La photosynthèse 

Les végétaux prélèvent l' eau et les éléments essentiels de leurs milieux de vie par des 

organes spécialisés : les racines. Ces éléments circulent jusqu ' aux thalles via les 

vaisseaux conducteurs du xy lème et interviennent dans la biosynthèse des 

macromolécules biologiques. Les thalles réalisent la photosynthèse, processus 

essentiel à la croissance végétale. Le parenchyme foliaire des thalles est interrompu 

par de petites structures appelées stomates, qui régulent les échanges gazeux au sein 

de la plante soit, l' absorption de CO2 et la libération d ' O2 (Lodish et al. , 2005 ; 



14 

Buchanan et al. , 2015; Karp et al. 2018). Le thalle permet donc de produire du 

carbone organique à partir du carbone inorganique présent dans l'air sous forme de 

CO2 en présence de lumière. Les produits de cette synthèse sont des sucres qui 

circulent via les vaisseaux conducteurs du phloème. Ainsi , la plante élabore des 

chaîne carbonée impies et peut les métaboliser en macromolécules complexe qui 

constituent les composants nécessaires à la duplication d ' un indi idu tels que les 

acide aminés les acides nucléiques les acides gras , les sucres, etc. La fabrication 

de chaines carbonées ( étapes précoces de la synthèse de macromolécules) se 

déroule au sein d organites appelés chloroplastes (Alberts et al. 2008; Buchanan et 

al. , 2015). 

1.5.1 Le chloroplaste et les thylako"ides 

La photosynthèse à proprement parler se déroule au sein d ' organites appelés 

chloroplastes (Figure 1.5) propre aux organismes photosynthétiques. Ces organites 

ont des disque lenticulaires de 2 à 4 micromètres de diamètre et de 5 à 10 

micromètres de long renfermant eux-mêmes un grand nombre d ' ultrastructures 

membranaires appelées thylako"ides empilés en granum et baignant dans un liquide, le 

troma. Un th lako"ide est formé d une membrane thylako"idienne délimitant un 

espace appelé lumière ou lumen (Buchanan et al. , 2015; Karp et al., 2018). Les 

protéines présentes à la surface de cette membrane thylakoïdienne réalisent 

1 en emble de la photosynthèse notamment les photosystèmes (PS) I et II ( contenant 

les pigments photosynthétiques), la plastoquinone (PQ), le complexe du cytochrome 

b6f (Cyt b6f) , la plastocyanine la ferrédoxine et une ATPase (Alberts et al. , 2008 ; 

Buchanan et al. 2015). Le processus est réalisé en deux étapes bien distinctes, dan 

deux zones également distinctes de l' organite : la phase claire, lumineuse ou 

photochimique dans la membrane thylako"idienne, et la pha e sombre, obscure ou 

thermochimique dans le stroma (Lodish et al. , 2005). 
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Figure 1.5 Schéma de l' ultrastructure d ' un chloroplaste (Karp et al. , 201 8). 

1.5.2 Les pigments photosynthétiques 

Les pigments photosynthétiques sont des molécules colorées capables d'absorber 

spécifiquement des gammes de longueur d ' onde de la lumière. Les différents 

pigments absorbent dans des longueur d 'ondes distinctes et spécifiques. La 

superposition des pectres d ' absorption de chacun des pigment couvre la qua i-

totalité du spectre d ' émission de la lumière blanche solaire (Figure 1.6), ce qui permet 

d ' optimiser l' efficacité de la photosynthè e. Les pigments sont les caroténo'ides, les 

chlorophylles, les xanthoph Iles, les violaxanthine etc. (Horton et al., 1996; Karp et 

al. 2018). Les chlorophylles s'intègrent dans des protéines de la membrane 

thylakoïdienne, formant le photosystème des complexes pigments-protéines . Ces 

composés sont donc localisés au niveau des photosystèmes formés eux-mêmes de 

deux types de structures ; l' antenne collectrice de photons et le centre réactionnel. Les 

pigments sont regroupés en cluster au sem de l' antenne, formés d ' un noyau 

porphyrine au centre duquel est comple é un atome de magnésium. C ' est cette 

structure qui est engagée dans la délocalisation d ' électrons sur un orbital de niveau 

d énergie supérieur via l' excitation lumineuse. En plus de cela, les pigments 

comportent une queue phytol qui permet un ancrage physique du pigment dans la 



membrane du thylakoïde. Il faut savoir que la biosynthèse de la Chi b découle de 

celle de la Chi a . les deux pigment diffèrent par la présence d·un groupement 

aldéhyde au lieu d ' un groupement méthyle sur le carbone en position 7 du noyau 

porphyrine (Figure 1.7) (Buchanan et al. 2015). En somme, les pigments captent les 

photons de la lumière et permettent d ' initier la photosynthèse. Les caroténoïdes quant 

à eux jouent en plus un rôle photoprotecteur des pigments chlorophylliens (Young, 

1991 ; Buchanan et al., 2015 ; Karp et al., 2018). 

Figure 1.6 pectres d ' absorption des pigments photosynthétiques (Karp et al. , 2018). 
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Figure 1.7 Structure de la Chi a et b (Karp et al. , 2018). 

1.5 .3 Les photo systèmes 
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Au sein de la bicouche phospholipidique thy lako"idienne, les PS sont des complexes 

pigments-protéines importants. Le PS II plus particulièrement est le complexe 

initiateur du transport des électrons au sein de la chaîne photosynthétique. Il renferme 

entre 200 et 300 chlorophylles, 50 caroténo"ides, des complexes métalloprotéines, des 

polypeptides, (Q , Qs, 2 phéophytine), un ion ferrique , la plastoquinone (PQ), et un 

cluster de manganèse (Figure 1.8). Ces composés sont répartis dans deux structures 

bien distinctes aux rôles majeurs : l' antenne collectrice de photon, essentiellement 

pigmentaire, qui permet de collecter et transférer l' énergie lumineuse issu des 

photons à une paire de Chl a piégée au sein de la seconde structure; le centre 
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réactionnel, qui cèdera à on tour un électron excité à un accepteur de la chaîne 

photo ynthétique (Owens 1996; Buchanan et al., 2015 ; Karp et al. , 2018). 

Ecl ,r 

Figure 1.8 Structure du photosystème II (Karp et al. , 2018). 

L ' antenne collectrice de photon 

C ' est la partie qui absorbe l énergie lumineu e grâce aux pigments photosynthétiques. 

Le antennes sont composées de 2 structures, les antennes internes et périphériques. 

Les antennes internes sont composées de Ch1 a, de violaxanthine, de caroténoïdes 

ainsi que d autres pigments photosynthétiques, alors qu ' on retrou e exclusivement de 

la chlorophylle b dans les antennes périphériques (Sakuraba et al. 20 l 0; Buchanan et 

al. , 2015· Kirst et al. , 2017). L absorption d ' un photon permet l' excitation de la 

molécule de chlorophylle, et cet état d ' excitation est transmis de manière aléatoire et 

de proche en proche entre les pigments de l' antenne, jusqu' au centre réactionnel qui 
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pa era de l'état table P680 à un état excité P680* (Buchanan et al. , 2015 · Karp et 

al. 2018). 

Le centre réactionnel 

C ' est la structure protéique qui renferme le cluster de manganèse, le centre 

réactionnel (P680) à proprement parlé renfermant la paire de Chi a ainsi que le 

accepteurs d'électron du P II tels que la phéophytine, la Q , la Qs et la PQ . Ce 

centre réactionnel e t associé à un autre complexe protéique, situé dans le lumen, 

appelé complexe de dégagement de l' oxygène (CDO). Ce complexe renferme des 

ion (Ca2 et CI-) qui jouent le rôle de cofacteurs et stabilisateurs. C est le CDO qui 

réalise l' étape initiatrice de photolyse de l'eau, durant laquelle des électrons sont 

arrachés à des molécule d·eau et transmi à la paire de Chi a, accompagné d ' un 

dégagement de 0 2. Le cluster de manganèse du CDO, accumule des charges positives, 

ce qui permet de fournir le potentiel de réduction nécessaire à la séparation de · deux 

molécules d ' eau et ainsi former du dioxygène et 4 protons (Kok et al. , 1970; 

Buchanan et al. 2015 ; Cuypers et al. , 2016· Karp et al. , 2018). 

Les états 

La photolyse de l' eau pa se par 5 étapes appelées états . o, S,, S2 S3, et chacune 

caractérisée par différent rendements d ' O2. A chaque fois que la chlorophylle du 

centre réactionnel P680 est excitée et cède son électron à la phéophytine (premier 

accepteur d ' électron du PS Il) nouvellement réduite, le centre réactionnel quant à lui 

est o ydé (P680+/Phéo-), le CDO cède alors un électron d ' un magnésium qui vient 

réduire P680+ (Figure 1.9). La somme de tous les états S permet de fractionner 2 

molécules d ' eau pour obtenir une molécule de diox gène et quatre protons dans le 

lumen provenant de la perte des électrons du cluster de manganèse du CDO et fourni 

ain i le potentiel nécessaire à la réaction chimique. La photolyse de l eau complète à 

proprement parlé se déroule à l' état S4 permettant un retour à l'état S 1 (Kok et al. , 

1970; Buchanan et al. 2015). 
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Figure 1.9 chéma de états S (Buchanan et al. , 2015). 

1.5.4 La phase claire ou photochimique 

En parallèle de la formation d ' 0 2, la phéophytine constitue le premier accepteur 

d électron provenant de la Chi a du centre réactionnel. La phéophytine devient 

donneuse d ' électron, et transmet spontanément on état d ' excitation par tran fert d un 

électron au prochain accepteur la QA. Ce mécanisme se poursuit de proche en proche, 

le long d ' une chaîne de transport formée de quinone (QA et Qs) avant de le céder à la 

PQ. Deux électrons seront néces aires afin de réduire PQ, en PQH2 (Whitmarsh et al., 

2002). L ' énergie lumineu e nécessaire à cette phase peut constituer un danger pour 

1 appareil photosynthétique. En effet, lors d'un stress, celui-ci , subit une inhibition de 

son activité, on parle de photoinhibition. L'activité des P est réduite et il y a alors 

accumulation de l' énergie lumineu e au ein de l' antenne. L ' excès d ' énergie peut 
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alors être dissipé sous forme de chaleur par les antennes (Müller et al. , 2001 ; 

Gururani et al. 2015). 

1.5.5 Biophy ique du tran fert des électrons 

Le transfert des électrons le long de la chaîne de photosynthèse (Figure 1.10 et 1.11) 

est dû à une propriété des couples d ' oxydoréduction. Ces derniers peuvent céder 

spontanément leur électron au couple possédant un potentiel Red/Ox plus élevé. 

Figure 1.10 Transport cyclique et acyclique des électrons (Karp et al. , 2018). 

insi l' énergie lumineuse captée par I antenne collectrice est transmise à la paire de 

chlorophylle du centre réactionnel du PS 11 (+0,9 V). Une fois excitée par l' énergie 

lumineuse, cette paire de chloroph Ile réduite atteint une valeur de potentiel Red/Ox 

de (-0 8 V). Elle cède alors spontanément ses électrons à l'accepteur primaire du P 

II : la phéophytine (Phéo) (-0 6 V) qui se retrouve réduite et cède les électrons acquis 

à la protéine uivante le quinones Q et Qs (-0,2 V) et ainsi de uite , la 

plastoquinone (0 V) , le cytochrome b6f (+0,2 V) la plastocyanine (+0,4 V) jusqu ' au 

P I. La Chi a du centre réactionnel se retrouve démunie de ses électrons et retrouve 

sa stabilité électronique via le COQ associé au PS II. Celui-ci lui cède alors 4 

électrons provenant de 4 atomes de manganèse se lon : 4 Mn3+ 4 Mn4+ +4e-. Le 

CDO retrouvera lui-même on état initial ia la photo! se de l' eau pendant laquelle 

le CDO récupère es 4 électrons en brisant deu molécules d ' eau selon : 2 H20 0 2 
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+ 4H+ + 4e-. ' on tour le PSI réduit (+0,6 V) , ne peut pas transmettre spontanément 

e électrons, précédemment acquis à la ADP réductase (-0,32 V). La lumière joue à 

nou eau un rôle important au niveau de l' antenne collectrice du PS I. L ' énergie 

lumineuse accumulée est transmise au centre réactionnel du complexe atteignant un 

potentiel de (- 1,3 V) , ce dernier transmet alors les électrons à un accepteur AO (- 1,0 V) 

qui est une chlorophylle modifiée. Une fois réduit, le AO va transmettre ses électrons 

à la Ferrédoxine qui la transmet à son tour à la Ferrédoxine ADP réductase 

produi ant du pouvoir réducteur ADP+ dans le stroma selon : 2 ADP+ 2 

ADPH + 2H+. ne partie de l' énergie dissipée entre le P II et le PS I permet au 

C t b6f de pomper des protons du stroma ers le lumen. Les protons issus de la 

photoly e de l' eau et du C t b6f sont pompés à nouveau par une enzyme membranaire 

générant un gradient de proton H+. Ce gradient permet à l ' en_z me de produire de 

I' ATP dans le stroma grâce au flux diffusif d ' H+ qui permet la fixation d un 

pho phate inorganiql!e à l' DP (Buchanan et al. , 2015; Karp et al., 2018). 

1.5.6 La phase sombre 

Cette phase connue sou le nom du cycle de Calvin-Benson (Figure 1.12), elle ne 

nécessite pas d ' énergie lumineuse, mais l' intervention de deux molécules: le 

DPH et l' A TP produit dans la phase claire . Ces deux molécules vont jouer un rôle 

important dans l' étape de fixation du carbone atmosphérique. Le cycle se déroule en 

3 étape : la carboxylation, la réduction et la régénération. Le cycle débute par le 

recrutement de trois molécules de Ribulose l 5-Biphosphate (RuBP) qui joue le rôle 

d ' accepteur. Ces troi molécules ont subir une étape de carbox lation ia trois 

carbone inorganique pro enant du CO2 atmosphérique et ce grâce à l' enzyme 

RuBi Co : Ribulo e 1,5-Biphosphate Carboxylase Oxygénase. Les composés à six 

carbones formés sont fortement instables et donnent spontanément six composés à 

troi carbone les 3-Pho phoglycérate (PGA). S ' en suit l étape de .réduction, durant 

laquelle, les six (PG ) sont réduits en glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) par 
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con ommation de i TP et six ADPH. la fin de cette étape, une molécule de 

(G3P) est produite et peut ' engager dans les réaction métaboliques de la plante. Les 

cinq autres passent par la dernière étape du c cle : la régénération de l' accepteur de 

CO2, (Buchanan et al. 2015 ; Karp et al. , 2018). 

Figure 1.11 chéma en Z (Karp et al. 2018). 
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Figure 1.12 Cycle de Calvin-Benson (Karp et al. , 2018). 
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1.5.7 Excitation de la chloroph lle et cinétique rapide 

Les molécules de chlorophylle associées à la membrane thylakoïdienne possède un 

état fondamental à l' obscurité. Aprè éclairement, les photons percutent les électrons 

de chlorophylles ce qui entraîne un transfert d ' énergie du photon à l' électron, il se 

retrou e alors excité en passant d ' un orbital à faible ni eau énergétique à un orbital à 

haut niveau énergétique. La chlorophylle e t alors instable et dite activée. Cette 

énergie est restituée au sy tème selon 4 voies citées ci-dessous : 

o Par tran fert d ' énergie par résonance. La chlorophylle retrouve son orbitale 

d'énergie de départ en transférant le quantum d'énergie à la molécule voisine. 

o Extinction par transfert successif d ' électrons. La chlorophylle transmet 

l'électron à un accepteur. La molécule anciennement donneuse d'électrons se 

retrouve oxydée et récupère un électron d ' un donneur mais à un niveau 

d ' énergie correspondant à l' orbital de l' état fondamental (Phase claire). 

o Par formation d"espèces réacti es de !' Oxygène (ERO). L ' excès d'énergie 

peut entraîner la formation d ' ions superoxydes 0 2- par le biais des molécules 

de chlorophylle des PS (Karp et al. , 2'018), ou encore former du peroxyde 

d ' hydrogène H2O2 par la photorespiration dans le peroxysome (Strasser, et al. , 

1995). 

o Par émission de lumière (fluorescence) et de chaleur. L ' émission d ' énergie 

sous forme de fluorescence a été observée pour la première fois par Kautsky 

et Hirsh en 1931. Lorsqu'on illumine une plante, la fluorescence réémi e par 

les pigments montre une intensité ariable Fv donnant une cinétique de cette 

fluorescence appelée effet Kautsky (Kautsky et al. 1931; Eyletters et al. , 

2010). Plusieurs facteurs biotiques et abiotique peuvent influencer cette 

émission de fluorescence et permettent de donner un indice sur le transport 

des électrons lor de la phase photochimique liée aux PS II. 
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1.5.8 Cinétique rapide et polyphasique de la Chl a 

Le PEA (H A TECH ), 'Plant Efficiency Analyzer' est un appareil qui permet 

d ' analyser la cinétique rapide et polyphasique de la fluorescence chlorophyllienne 

qui témoigne du tran port des électron au sein du P II depuis la photolyse de l' eau. 

Aprè une adaptation à l' obscurité on arrive à induire la fluore cence 

chlorophyllienne par exposition de la molécule à une lumière saturante d ' environ l . 

Les 50 premières µs d ' éc lairement, la fluorescence affichent une valeur constante 

noté Fo ( trasser et al., 1995; Strasser, et al. 2004). a variation témoigne d ' une 

altération de l' antenne collectrice de photon (Owens, 1996). Après l' état de transition 

0 le rendement de la fluorescence arie dans le temps témoigne de l' état des 

transporteurs d'électrons as ocié au P II (Q , Qs et PQ). Lorsque la cinétique de la 

fluorescence est présentée selon une échelle logarithmique de temps (Figure 1.13), on 

voit apparaître trois niveaux de tran itions J et I et P qui correspondent 

re pectivement à la réduction de QA, Qs et PQ. La transition J est ou ent affectée par 

un blocage au niveau de la photo! se de l' eau et donc du blocage du centre 

réactionnel du P II. ' en suit d ' un blocage du transport des électrons vers les 

quinones (Hu, 1993 ; tra er, 1997; trasser, et al., 2004). ous une illumination 

aturante on obtient les aleurs sui antes Fo = Fsoµs, F1 = F2ms, Fr= F3oms, f p= FM= 

300ms. Dans les tra aux de ce mémoire , les paramètres suivants sont utilisé 

( trasser, et al. , 2004; Dewez et al., 2018 ; Zhou, et al., 2019) : 

AB /RC permet une estimation de l' absorption des antennes collectrices par 

centre réactionnel actif du P II : 

BS Mo 
RC V1 
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Mo est la vitesse initiale de l induction de la fluorescence ariable dépendante 

du centre réactionnel du PS II se lon : 

F3ooµs - Fsoµs 
o= Fp - F50µs_ x 0,25 

(F 300µs représente le ni eau de fluorescence à 300µs) 

Le paramètre V1 représente la fluorescence ariable relative à la réduction de 

Q selon: 

F2ms - Fsoµs VJ = ----------1 
Fp - Fsoµs_ 

(F2m représente le niveau de fluorescence à 2ms à la transition J.) 

Le rendement de la réaction photochimique primaire du PS II, il est d ' environ 

0,8 chez les plantes supérieures (Bjorkman et al. , 1987). 

~ Po = Fp -F:SOµs = 
(F soµs représente la fluorescence à la transition 0 , F le niveau de fluorescence 

maximal à la transition P. 

PI B étant l'indice de performance de l' activité photochimique du PS II. 
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Figure l.13 Courbe cinétique de la fluorescence de la chlorophylle a (Strasser, et al. , 
2004). Fo corre pond à la aleur de F à 50µs d' illumination. La pha e O-J correspond 
à la réduction de Q (Q ·). Fi correspond à la première réduction de Qs (Q · Qs·). La 
pha e I-P correspond à une accumulation de Qs réduit 2 fois (QA·Qs2·). Fp 
correspond à la réduction maximale du PS II lorsque les PQ sont réduits PQH2. Après 
f p, la fluorescence diminue et correspond au transfert d'électrons du PS II au PSI ou 
au ADP+ réductase. 
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1.6 · Le stress oxydatif 

Le stress oxydatif provient d ' un déséquilibre entre les défenses antioxydantes et la 

formation intracellulaire d ' espèces réactives de l oxygène (ERO). Lorsque les 

organismes subissent un stress biotique ou abiotique tel qu ' une exposition aux 

métaux, ces derniers favorisent la formation d ' ERO. Les ERO sont des métabolites 

naturels qui sont pris en charge par un système de défense antioxydante, dont le rôle 

est de réduire leur concentration intracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al. , 2003; 

Cuypers et al. , 2016). Ces molécules ont la particularité d ' être fortement réactives 

avec les macromolécules biologiques et finissent par être cytotoxiques voir 

génotoxiques. Si le stress est prolongé, ou trop important, les mécanismes de défense 

sont alors dépassés et la concentration d ERO intracellulaire augmente (Haleng et al. , 

2007; Buchanan et al. , 2015; Cuypers et al., 2016). Dans la cellule végétale, la 

formation des ERO se produit majoritairement dans les organites suivants : 

chloroplaste, mitochondrie , peroxysomes, paroi cellulaire etc. (Apel et al., 2004). 

1.6.1 Les principale formes d ' espèces réactives de l' oxygène (ERO) 

L ' o ygène singulet: 10 2*, 1 ion superoxyde: •0 2-, le peroxyde d ' hydrogène: H2O2, 

le radical hydroxyle : OH-, le radical perhydroxyl: •O2H. (Buchanan et al. , 2015 ; 

Cuypers et al. 2016) 
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1.6.2 Origine des ERO 

1.6.2.1 Les ERO : des déchets métaboliques 

Un déchet métabolique de la mitochondrie 

n excédent de OH peut entraîner la réduction de I oxygène moléculaire en ion 

uperoxyde ( pel et al. , 2004 ). 

n déchet métabolique du chloroplaste 

La chloroph lie excitée au sein du P I et P II peut réagir avec I o ygène 

moléculaire et former de l' oxygène singulet (1 0 / ). Les PS peuvent également former 

l' ion superoxyde (O2-) suite à une photoinhibition. Le P I peut également former 

l ion superoxyde par la ferrédoxine qui lui est associée. Cette dernière transfère les 

électrons à l' oxygène moléculaire et le réduit en ion superoxyde, au lieu de réduire le 

op+ en ADPH ( pel et al. , 2004). 

Un déchet métabolique du peroxysome 

oit en étant un déchet métabolique du peroxysome via la photorespiration: Dans 

certains cas, la Rubi co utilise l 0 2 au lieu du CO2 par la voie de la photorespiration 

au si appelée voie du glycolate. Le produit de cette étape d ' ox dation du carbone est 

le phosphoglycolate qui sera transporté au peroxysome le transformant en glyoxylate 

par la Glycolate Oxydase et produisant du H2O2 (Apel et al. , 2004; Karp et al. , 2018). 

oit en étant un déchet métabolique du peroxysome ia la ~-Oxydation : l' oxydation 

de l' acétyl Co par I acyl -CoA-oxydase réduit le FAO en FADH2. Il s ' en suit, une 

étape de régénération du CoA par la réduction de 0 2 et la formation de füO2, déchet 

métabolique to ique (Demarquoy etal. 2015; del Rfo etal. , 2016; Karp etal., 2018). 
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1.6.2.2 Les ERO des produits de stress 

Le stress lumineux chez les organismes photosynthétiques 

En cas d ' excès lumineux, la photosynthèse ralentit et le tran port des électrons au 

ni eau de la chaîne de photosynthèse est affecté. C ' est la photoinhibition (Gururani et 

al. , 2015). Ces derniers ont interagir avec l' oxygène et former des ERO comme vu 

précédemment. D ' autre part, la Rubisco va également être perturbée et l' enzyme aura 

tendance à oxyder plutôt que carboxyler l' accepteur organique, produisant à nouveau 

de la phosphoglycolate expédiée au peroxysome (Apel et al. 2004; Karp et al. , 2018). 

Ce qui ren oie au paragraphe précédent sur le peroxysome. 

Le stress métallique chez les organi mes photosynthétiques 

Perturber la photosynthèse, c ' est perturber le deuxième processus biologique sur la 

planète après la respiration. Les végétaux sont les principaux producteurs de matière 

organique et la toxicité engendrée par les métaux constitue un risque majeur pour la 

production de bioma e. Les métaux pénètrent dans les cellules par diffusion pas ive 

à travers les membrane ou par un tran port actif par compétition avec les autres ions 

dits essentiels (Zhao et Wilkinson, 2015), affectant les différents processus 

biochimiques de la phase claire et obscure (Rai et al. , 2016). Les métaux pénètrent la 

cellule et les organites via des tran porteurs membranaires spécifiques à des éléments 

essentiels (Zhao et Wilkinson, 2015). Ils s ' accumulent dans différents organites 

notamment le chloroplaste (Vannini et al., 20 l l ), et finissent par produire un stress 

oxydatif indirectement en affectant négativement les mécani mes de défenses ou le 

transport des électrons le long de la chaine de transport (Zr6bek-Sokolnik et al. , 

2009). À forte concentration intracellulaire, ils sont à l origine des ERO. Ces métaux 

produisent le radical hydroxyle (HO•) par les réactions de Fenton et Haber-Weiss à 

partir de produits métaboliques tels que le peroxyde d ' Hydrogène (H2O2) ou les 

anions superox des (Of ) (Liochev et al. , 2002; Cuypers et al. , 2016). 



(1) métaln+t + H20 2 --> métalCn+I) + HO-+ HO· (Réaction de Fenton) 

(2) métal(n+I)+ + 0 2•- --> métaln + 0 2 

(3) fü02 + 0 2·- --> 0 2 + HO- + HO· (Réaction de Haber-Weiss) 

Effets des métaux sur les pigments 
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Les métaux perturbent la biosynthèse de pigments chlorophylliens (Rai et al. , 2016). 

Il ciblent l' enzyme responsable de leurs biosynthèses la ADPH 

Protochlorophyllide Oxydoréductase (POR). Par exemple, le cadmium est connu pour 

inhiber l' activité de cette enzyme et donc la production de pigments. La diminution 

de la quantité de chloroph Ile entraîne une diminution de la taille des antenne 

collectrices de photon dont ils sont e sentiellement composé (Lenti et al. , 2002 ; 

Mysliwa-Kurdziel et al. , 2005). Les métaux peuvent affecter l'adhérence des 

pigments aux protéines de la membrane thylakoïdienne (Vannini et al. , 2011 ). Les 

ERO peuvent aussi modifier l'intégrité de ces composés en les oxydant ou en les 

décomposant en phéoph tine (Rodrfguez et al. , 2007). La substitution du magnésium 

du no au porphyrine de chloroph lies e t une autre des con équences entraînant une 

diminution de l' efficacité de l'antenne collectrice à absorber et transférer l' énergie 

lumineuse des photons aux centres réactionnels (Küpper et al. , 1998). Ces 

modification fondamentales de la structure du pigment altèrent te· spectre 

d ' absorption de la chloroph lie. Suite à I altération de la bios nthèse des pigments le 

ratio entre Chi a et Chi b peut également être impacté (Rai et al. 2016). Cela illustre 

une modification de la taille des antennes périphériques seule structure composée de 

Chi b (Sakuraba et al., 20 l 0; Kirst et al. , 2017). En réponse à ce stress, il est normal 

d 'observer suite à un stress métallique, l' augmentation de caroténoïdes, qui joue un 

rôle photoprotecteur essentiel des PS (Young, 1991; Buchanan et al. , 2015; Karp et 

al. , 2018). Leurs biosynthèses sont moins impactées que la biosynthèse des pigment 

chlorophylliens (Rai et al. 2016) . 
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Effets des métaux sur le photosystème II 

Le PS II est une cible privilégiée de ions métalliques (Dewez et al., 2005) . Des 

études ont montré que le ions métalliques peuvent bloquer le CDO en inhibant la 

photolyse de l'eau par une substitution du Ca2+ cofacteur de l' enzyme _(Falier et al. 

2005 ; Cu pers et al. 2016; Dewez et al., 2018). Les sous unités protéiques du COQ 

D 1 et 02 (Figure 1.8) sont aussi une cible du stress métallique (Ali et al., 2006). Les 

accepteurs du PS II peuvent aussi être une cible privilégiée et inhiber le transfert 

d ' électrons aux autres protéines de la chaîne photosynthétique ( igfridsson et al. , 

2004). La photoinhibition dû au stre peut entraîner la dégradation du centre 

réactionnel en visant la protéine Dl plus sensible, et donc inactiver le centre 

réactionnel (Gururani et al. 2015). 

Effets des métaux sur les phases de la photosynthèse 

En plus de différentes actions sur la phase lumineuse, la phase obscure est souvent 

sujette au stress, les métaux agissent ur le cycle de Calvin bloquant l' activité de la 

Rubisco, et entraînant des mutations de l' enz me, inhibant la fixation de carbone 

atmosphérique (Vannini et al. , 2011 ; Rai et al., 2016). Le blocage du cycle de Calvin 

va entraîner une lacune dans la demande en A TP et en · ADPH ce qui va freiner le 

transport d électrons le long de la phase claire et donc produire une photoinhibition 

due à l' énergie lumineuse en excès toujours absorbée par les antennes fonctionnelles 

(Subrahmanyam et al., 2000). Le blocage des PS I et II des voie de dissipation de 

l' énergie par les métaux, favorisent la formation des ERO dans ces organites ; en plus 

de la réaction de Fenton (Rai etal. , 2016). 



Effet des métaux sur Lemna 

Tableau 1.1 Effets de métaux chez Lemna. 
Phénomène biolooi ue observé 

Diminution de la biomasse et croissance 

Diminution de la biosynthèse des chlorophylles 

Augmentation de la biosynthèse des protéine totales 

Variation de l'acti ité enz matique et ERO: 

CAT, SOD, POO, GPx, APX 

hénols 

Diminution des carboh drates 

Zn 

Co 

Métaux 

Co, Pb et Hg, Cd et Cr, 

Ag Ps, ZnSe, Cu, Cd, 

Al, M et i 

Cu Cd , Co, Mg et 

Cu Cd ZnSe, Co, A~ 

ZnSe 

Al Cd 

Diminution de I expression des gènes de la Rubisco, de la Al 

protéine Dl et 02 du P II, de l' ATPase chloroplastique 

de rotéines de l' antenne collectrice de hoton 

Variation des paramètres photosynthétiques 

Diminution de Fv/Fm 

Variation de ET/RC et AB /RC et Vj 

Ag Ps Al, Cu Cd Zn 

Ag Ps 

Co (Hu, O. et al. , 2019), Pb et Hg (Hegazy et al., 2017) Cd et Cr (Chaudhary et al. , 

2019), AgNPs (Dewez et al., 201 8), Zn Se (Tarrahi et al. , 2018), Cu (Hu, C. et al. , 

2018), Cd (Unadkat et al. 2018), Al (S u et al., 2019), Cd (John et al. 2007), Mg et 

Ni (Doganlar et al., 2012), Cu Cd et Zn (Drinovec et al., 2004). 
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1.6.3 Indicateurs de tre 

Il existe plusieurs indicateurs du stress oxydatif, notamment la présence d ' un fort 

taux de lipides peroxydés, une suractivité ou surexpression des enzymes 

antioxydantes et des transporteurs membranaires de cations métalliques DMTl , 

DMT2 MRP, une production accrue de protéines à groupements thiols , ou de 

composé phénols qui chélatent les métaux etc. (Michalak, 2006; Haleng et al. , 2007; 

Chen et al. 2015; Cuypers et al. , 2016). 

1.6.3.1 Le glutathion 

Il s agit d un tripeptide formé d ' acide glutamique, de cystéine et de glycine 

principalement localisé dans le chloroplaste et le cytosol. Le peptide peut agir seul 

grâce à son pouvoir réducteur qui lui est conféré par le groupement thiol (SH) de la 

c stéine et ainsi inactiver les ERO où il peut agir comme coenzyme (Haleng et al. , 

2007; Cuypers et al. , 2016). 

1.6.3.2 Les phytochélatines 

Les PC sont de polymères protéiques, répétition du monomère identique à celui du 

glutathion. On ob erve l' enchaînement des trois acides aminés , (l ' acide glutamique, 

la cy téine et la glycine) n avec n variant entre 2 et 11 (Figure 1.14). Ils ont la capacité 

de chélater les métaux grâce aux groupements thiols de la cystéine, afin de le rendre 

non disponible et réduire le stress qu ' ils occasionnent. Les différents types de PC se 

distinguent par leurs longueurs ariables (Clemens, 2006; Kinska et Kowalska, 2019). 
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Figure 1.14 Structure d'un monomère de glutathion formant la structure de la 
phytochélatine. 

Les métaux sont capables d' activer la phytochélatine synthase. Cette enzyme est 

capable de s nthéti er des complexes à faible poids moléculaire qui transportent 1es 

métaux vers la vacuole. Arrivés dans cet organite sont ajoutés des groupements 

ulfures, formant des complexes à haut poids mo léculaire. Le pH de la vacuole aide à 

la dégradation des complexes en monomères ou acides aminés libres qui retourneront 

vers le cytoplasme. Les ions métalliques quant à eux seront à nou eau complexés 

dans la vacuole ou retournés ers le cytoplasme (Supalkova et al. , 2007; Yao et al., 

2012; Kinska et Kowalska, 2019)_ 

1.6.3 .3 Les enzymes antio ydantes 

Afin de contenir l'augmentation des ERO au ein de la cellule, plusieurs enzymes 

travaillent de concert afin d'endiguer leur production et de réduire leur toxicité en les 

transformant en produits moins réactifs (Haleng et al. , 2007; Buchanan et al., 2015; 

Cuypers et al. , 2016). 
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Figure 1.15 Mécanisme de réduction des ERO par la voie enzymatique. S00: 
Superoxyde dismutase APX: Ascorbate peroxydase, AA: Acide L-ascorbique DAA: 
acide L-déshydroascorbique, GPX: Glutathion peroxydase, GR: Glutathion réductase, 
G H: glutathion réduit, G G: Glutathion oxydé, GST: Glutathion S-transférase, R: 
radical et X: ERO 

Afin de contenir l' augmentation des ERO au sein de la cellule, plusieurs enzymes 

travaillent de concert afin d ' endiguer leur production et de réduire leur toxicité en les 

transformant en produits moins réactifs. Le H20 2 est une forme d ' ERO centrale et 

important dans le mécanisme d ' inactivation de ces derniers. La superoxyde dismutase 

( 0D) EC. l .15. l. l e t la première enzyme à intervenir. Elle permet de catalyser la 

conversion des ions superoxyde 02- en H20 2. Selon la réaction suivante : 0 2- + 0 2- + 
2 H+ ---* 0 2 + H20 2, le peroxyde d ' hydrogène, moins réactif que l' ion superoxyde va 

être le sub trat par la uite de 3 enz me importante dans le mécanisme 
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d' inactivation de ERO (Figure 1.15) : l ascorbate peroxydase (APX EC.1.11.1.11 

gui catabolise le H2O2 selon les réactions sui antes : L-A + H2O2 L-D A + 2 

H2O · la glutathion peroxydase (GPX) EC.1.11.1.9 qui catabolise le H2O2 à l' aide 

d' une coenzyme, le glutathion selon: 2 GSH + H2O2 G SG + 2 H2O pour former: 

du glutathion disulfide (ox dé) et de l' eau. Enfin la catalase (CAT) EC.1.11.1.6, 

selon la réaction sui ante : 2 H2O2 2 H2O + 0 2. L' étude de la CAT est très 

intéressante de par sa simplicité mais également car on sait que son acti ité est 

ensible à la présence de métaux (Tableau 1. l). S' ajoute à ces 4 enzymes, la 

glutathion réductase (GR) EC. l .8.1.7 qui permet au sein du chloroplaste de régénérer 

du glutathion actif réduit selon la réaction suivante : G G + ADPH GSH + 
ADP+ sans oublier la glutathion -transférase (GST) EC. 2.5.1.18 capable de 

cataly er le transfert de xénobiotique avec le glutathion selon la réaction suivante : 

H-Glutathion + RX RS-Glutathion + X-H et où R peut être un groupement 

aliphatique aromatique héterocyclique et X, un groupement sulfate, nitrile, halide etc. 

(Haleng et al. , 2007; Buchanan et al. , 2015; Cuypers et al., 2016)~ 

1.7 Problématique générale 

Les organisme à la base de la chaîne alimentaire constituent une vote d' entrée 

sensible et privilégiée pour les contaminants. Les petits organismes aquatiques 

photosynthétiques sont des organismes essentiels à la production de biomasse dans 

ces écosystème . Ce producteurs primaires absorbent massivement les éléments 

essentiels ainsi que des polluants par le phénomène de bioaccumulation et les 

transmettent à leurs prédateurs par bioamplification. Une potentielle contamination 

aux métaux provenant du trafic routier, constituerait donc un risque de phytotoxicité 

important. Cette toxicité, peut être compen ée par des mécanismes de défense et 

tolérance des plante , ri quant également d' impacter négativement leurs 

métabolismes comme la photosynthè e mais aussi le métabolisme de leurs prédateurs. 

Lemna minor est un bon exemple de ces organismes photosynthétiques à la base de 
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plusieur chaînes alimentaire . Elle constitue la nourriture des canards et des poissons 

dans les étendues d'eau de l'hémisphère nord. La plante con titue un bon modèle de 

laboratoire par sa rapidité de croissance et l' homogénéité génétique qui découle du 

mode de reproduction asexuée (par bourgeonnement) . La plante permet également 

une projection de l' étude chez les végétaux upérieurs des champs et vergers qui 

longent les bords de routes destinés à la consommation animale ou humaine, et qui 

subissent un stress métallique constant provenant du trafic routier. 

1.8 Objectifs généraux et spécifiques 

La toxicité des métaux lourds est sou ent testée en laboratoire à de trop grandes 

concentrations, proches de celles que connaissent les travailleurs de raffineries et 

d ' industries. Il serait intéressant de tester la toxicité du Pd à des concentrations plus 

proches de celles pré entent daµs l' environnement. Aux concentrations allant de O à 
1 

l'EC50 du modèle d ' étude choisi. L ' objectif général de cette étude est de démontrer 

la capacité qu ' à le Pd à être bioaccumulés chez Lemna minor sans entrainer d ' effet 

létal tout en discriminant des biomarqueurs sensibles d ' une contamination au Pd. En 

ce qui concerne les objectifs spécifiques il est interessant détudier le comportement 

de chacun des biomarqueurs biochimiques et physiologiques mesurés suite à la 

contamination au métal car ils informent notamment sur la présence et la lutte contre 

un tress métalique (protéines à groupement thiols), un stress oxydatif (production 

d ' espèces réactives de l' oxygène, enzymes antioxydantes) , et enfin la perturbation de 

la croi ance végétale due à un impact sur la photosynthèse tout en mettant l'enphase 

dans l' étude sur la phase claire du métabolisme en question. Les effets seront étudiés 

par des observations macroscopiques microscopiques et biochimiques. 



CHAPITRE II 

MA TÉRlEL ET MÉTHODES 

2.1 Préalable et incubation de Lemna minor 

2.1.1 Préparation du milieu de culture SIS 

Le milieu de culture choisi est le milieu SIS soit une version modifiée du milieu 

établi par l' Institut Suédois de normalisation pour Lemna minor comme décrit et 

recommandé dans l' annexe 4 du rapport 221 de l' OCDE, afin d ' optimiser la 

croissance des Lemna minor. Sept solutions mères ont été préparées dans du matériel 

en verre « metal free ». La solution I : a 03 à 8,5 g/L ; KH2PO4 à 1,34 g/L. La 

solution II : MgSO4.7H2O à 15 g/L. La Solution III: CaCl2.2H2O à 7,2 g/L. Solution 

IV : a2CO3 à 4 g/L. La solution V : H3BO3 à 1 g/L ; MnCl2.4H2O à 200 mg/L ; 

a2Moü4.2H2O à 10 mg/L; ZnSO4.7H2O à 50 mg/L; CuSO4.5H2O à 5 mg/L; Co 

Q3).6H2O à 10 mg/L. La solution VI : FeCl3.6H2O à 170 mg/L; a2.EDTA. 

2H2O à 280 g/L. Solution VII : Tampon MOPS à 490 g/L. Les solutions I à VI sont 

filtrées sur une membrane à pores de 20 µm de diamètre. Les solutions sont 

maintenues au frais et à l' obscurité. Les solutions I à V sont valables six mois alors 

que les solutions VI et VII ne sont valables qu ' un mois. Un litre de milieu SIS se 

compose au final de : l O mL de la solution I, 5 mL de la solution II, 5 mL de la 
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solution III 5 mL de la olution IV, 1 mL de la solution V, 5 mL de la solution VI, 1 

mL de la solution VII ain i que 968 mL d ' eau nanopure. Le milieu est préparé 2jours 

avant on utilisation afin que le pH se stabilise (6 ,5 ± 0,2) . Ce dernier est ajusté grâce 

à du HCl et aOH O lM. 

2.1.2 Entretien de la culture mère des Lemna minor 

Le plantes ont été obtenues auprès d'une collection de culture provenant du 

laboratoire de Philippe Juneau de l' UQAM Sciences. Le milieu de croissance e t 

déver é dans un récipient 'metal free' et l' espèce Lemna minor est ajoutée au milieu 

de culture frais. Le récipient est ensuite maintenu à 24°C re pectant un cycle de 16h 

de lumière et 8h d ' obscurité. Il est important de choisir des plantes jeunes, en 

crois ance rapide et dépourvues de lésions visibles ou de parties en chlorose . On 

applique un éclairage continu à fluorescence blanche, afin d ' obtenir une intensité 

lumineu e comprise entre 85 et 135 µE.m-2.s- 1 (Longueur d ' onde 400 à 700 nm pour 

fa ariser la photosynthèse). Équi ale nt à 6500-10000 lux ± 15% . Le récipient est 

couvert par un film plastique pour minimiser l' évaporation et la contamination tout en 

autori ant les échanges gazeux nécessaires. Enfin le milieu est remplacé une fois par 

semaine pour maintenir de bonnes conditions de culture (OCDE, 2006; Hu C. et al. , 

2018). 

2.1.3 olution stock de Palladium 

Du fait de la « mauvaise » solubilité du sel de palladium PdC'2 dans l' eau on a 

réalisé une solution stock mère de 20 mg/mL de PdC'2 (Sigma Aldrich ) qui a reposé 

pendant 10 jours (Cobe lo-Garcia, 2007). Cette dernière a été filtrée 3 fois sur filtre à 

pores de 50 µm de diamètre et 2 fo is sur filtre à pores de 20 µm de diamètre pour 

retirer tout précipiter possible. La concentration de cette dernière a été mesurée à 

l' ICP-EO 5100 de Agilent Technologies à une longueur d ' onde de 340,458 nm, 



41 

après digestion à l' acide nitrique HNOJ 5%. Puis des solutions stocks filles de 1000 

ppm de Pd total ont été réalisées pour toute la suite des expérimentations. 

2.1.4 Préparation des milieux de cultures contaminés 

ept contenants en erre ont été préalablement nettoyés afin de s' assurer d ' être en 

condition "metal free", suivi de la contamination du milieu SIS par les stocks filles. 

Sept concentrations nominales en Pd (ensemble des_ espèces chimique dans le milieu 

de culture) ont été réalisées : 0 ; 2 ; 4 ; 8 · 12 5 ; 25 et 50 µM de Pd, équivalent 

respectivement à : 0 ; 0,21 ; 0,42 ; 0,84 ; 1,32 ; 2,65 ; 5 .3 mg/L de Pd. De plus lors de 

l' élaboration du milieu de culture contaminé, on a observé une diminution de la 

concentration du métal solubilisé comme observé dans l' étude de (Zimmermann et al., 

2017), celle-ci est due à une précipitation d' hydroxyde insoluble et à une adhésion sur 

les parois des flasques. Une haute salinité du milieu et la présence de matière 

organique entraînent une diminution de la précipitation du métal en le complexant et 

en le maintenant en solution. Un moyen efficace est de soniquer le milieu contaminé 

à haute amplitude avant utilisation afin de retarder la précipitation, surtout aux fortes 

concentrations de métal (Cobelo-Garcia et al., 2007). 

2.1.5 Incubation et condition d' essais 

Des plantes formées de 2 à 3 thalles visibles sont prélevées de la culture mère et 

réparties au ha ard dans les flasques de cultures cellulaires (T-75 SARSTEDT ) . 

contenant les milieux de cultures contaminés à différentes concentrations en 

palladium de O à l' EC50 de Lemna minor (Bednarova et al. , 2014). Les plantules 

doi ent impérati ement incuber dans un minimum de 140 mL (20 mm) de milieu. 

Dix individus ju éniles à 2 thalles sont incubés dans chaque flasque durant 7 jours 

(Figure 2.1). Le culture d' essais sont maintenues à 24°C ± 2°C. Le pH du milieu 

témoin (6,5) ne doit pas augmenter de plus de l 5 unité au cours de l' essai. Les boîtes 
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sont fermées par un bouchon qui permet les échanges gazeux en minimisant 

l' évaporation du milieu. Le boîtes ont ensuite disposées de manière al_éatoire dans 

un incubateur re pectant le mêmes paramètres physiques et physiologiques que ceux 

de la culture mère (OCDE, 2006; Hu, et al. , 2018). Et toutes les expérimentations 

sont réali ée cinq fois (n=5). 

T=Oj 

•-----
T=7j ---• 

Figure 2.1 Schéma expérimental de l' incubation en milieu contaminé. 

2.2 Expérimentation 

2.2.1 Concentration en palladium disponible 

ous disposons d ' une solution standard de Pd (Sigma Aldrich ) de concentration de 

1000 µg/mL préparée dan une matrice d ' acide nitrique 5%. On réalise ensuite une 

courbe étalon (A) de 8 concentrations (0, 0.5 1, 2, 4, 8, l 0, 20 µg/mL). Un 

prélèvement de chaque milieu de culture contaminé au métal est réalisé avant 

incubation et acidifié à l' acide nitrique 5% (Hu, et al. , 2018), afin de quantifier le Pd 

total disponible dan le milieu de culture (Pd, Pd2+ ;PdOH+ ;PdCli - ;PdCb- ;PdCb 

(aq) ;PdCl+ ·PdEDTA2-) par l' ICP-EO 5100 de Agitent Technologies à une unique 

longueur d ' onde de 340,458 nm. 
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2.2.2 péciation du Pd dans le milieu I 

La spéciation du Pd a été estimée dans le milieu SIS est réal isée par modélisation des 

milieux contaminés à pH 6.5 grâce au logic iel V isual MINTEQ ® version 3 .1. Cette 

experience permet d ' obtenir une idée générale des espèces chimiques du Pd 

disponible pour la plante. 

2.2.3 Bioaccumulation du Pd et son impact 

2.2.3.1 Calcul de l' inhibition de croissance 

Aprè une semaine d'incubation, le pH e t mesuré dans chaque flasque. Le nombre 

d ' indi idus et de thalles (a) sont comptés dans chaque flasque et on réalise une 

mesure du poids frais (b). 

Calcul du tau de croissance pécifique : 

~ i-j = (ln (Nj) ln (Ni) I 

j variable (a ou b) à t = 7; i variable (a ou b) à t = 0 et t = temps en jours) 

Calcul du pourcentage d ' inhibition de croissance végétale: 

fla l = (µT ~TµE) X 1001 
(µE = taux de croissance spécifique des échantillons traités et µT = taux de croissance 

spécifique du témoin (OCDE 2006; Hu, C. et al., 2018). Les calculs des deux 

paramètres seront en uite moyennés. 
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2.2.3.2 Bioaccumulation du métal par Lemna minor 

Les plantes sont broyées au broyeur Potter dans un volume d ' eau nano-pure (2mL). 

Les broyats subissent par la suite une digestion à bouchon ouvert grâce à de l' acide 

nitrique 70% (1 -1 ) pendant 6h à 70°C jusqu'à totale évaporation, afin de connaître la 

quantité de Pd accumulée par les organismes (absorption et adsorption totale du 

contaminant). Les échantillons sont solubilisés pendant 24h dans de l'acide nitrique 

5% avant lecture à l ICP-EOS 5100 de Agi lent Technologies à une unique longueur 

d ' onde de 340,458 nm (Hu, et al. , 2018). Des blancs de digestion ont également été 

réali é. 

2.2 .3.3 Mesure de la quantité de métal adsorbée 

près une semaine d ' incubation, les plantules sont photographiées et dénombrée . Au 

lieu de réaliser la digestion de nos plante , on réalise un la age au 2-propanol / eau 

(1: 17) selon une méthodologie dé eloppée pour Lemna minor et inspirée pour son 

choix de sol ant de l'étude suivante (Fumagalli et al. , 2010). Cette dernière e 

compo e de 4 lavages consécutifs de 20 minutes dans une roue tournante à vite se 40. 

Deu lavages à la olution de 2-propanol entrecoupés de deux lavages à l' eau. 

L ' ensemble des eaux de la ages est récupéré afin de quantifier la quantité de Pd a ant 

été adsorbée à la surface des organisme d ' études. La libération de Chl a e t utilisée 

comme point de repère de la perte d ' intégrité des cellules pour le choix de la 

concentration optimale en sol ant à utili er. La même courbe étalon du Pd est réalisée, 

nommée (B), dans ce ca -ci elle est réali ée dans une matrice d ' acide nitrique 5% et 

de 2-propanol (1: 17). Le échantillon et les standards sont quantifiés à I ICP-EOS 

5100 de Agi lent Technologies® à une unique longueur d ' onde de 340,458 nm. 
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2.2.4 Mécanisme de défen e 

2.2.4. l Préalable 

Après une semaine d' incubation, la totalité de chaque groupe de Lemna minor est 

récupérée et pesée afin d'obtenir le poids frais. Elles sont ensuite broyées au broyeur 

Potter à froid dan du tampon homogénat (Tampon Phosphate de Sodium 50 mM pH : 

7,8). Le broyat est ensuite filtré sur un filtre à café puis centrifugé à froid (4°C) à 12 

000g pendant 20 minutes (Hu, et al. 2019). Le surnageant est ensuite aliquoté et 

conservé à -80°C pour toute la suite de l'expérience des do ages enzymatiques. 

2.2.4.2 Dosage de protéine · totales 

On réali e une courbe étalon de B A (0, l 0, 20 50 100 µg/mL, c= 0,0069 µg. ml-

1 .cm- 1) à partir d' un stock de BS à 1 mg/mL. Puis, on réalise un dosage des 

protéine totales par la méthode de Bradford (Bradford, 1976; Basiglini et al. , 2018), 

sur les échantillons et les standards à 595 nm au spectrophotomètre Cary 60 UV-vis 

de Agi lent Technologies . 

2.2.4.3 Dosage de l' activité de la Catalase 

L'acti ité de la Catalase est uivie par mesure de la di parition du H2O2 en fonction 

du temp . Une me ure est faite par colorimétrie dans l' UV toutes les trois secondes 

pendant trois minutes sur un mélange réactionnel contenant 50µL de filtrat végétal , 

l 00 µL de tampon phosphate de sodium (50 mM pH 7,0). La réaction débute lors de 

l' ajout du substrat : 100 µL de H2O2 0,3%. Enfin, la lecture se fait dans une cuve en 

quartz à 240 nm au spectrophotomètre Cary 60 UV-vis de Agilent Technologies 

(Chaoui et al., 1997· Radié et al. , 2010). Une courbe étalon de füO2 est préparée aux 

concentrations sui antes (0 6.25, 12.5 25 , 50, 100 µM, E =0,0392 µM- 1 .cm-1). 
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2.2.4.4 Dosage des thiols totaux 

On utilise le réactif d' Ellman le D B comme agent de couplage aux groupements 

thiols présents dans l' extrait végétal, créant des complexes TNB-SR et libérant un 

B libre qui ab orbe la lumière à 412 nm (Car 60 UV- is de Agitent 

Technologies®). Pour cela on mélange l'extrait végétal à une préparation de méthanol, 

de D B et de tampon Tris HCl 30mM et EDT A 3mM à pH 8,2 puis on centrifuge à 

3000g à température ambiante pendant 5 minutes (El Iman, 1959; Radié et al. , 2019). 

Une courbe étalon est réalisée sur le glutathion réduit aux concentrations suivantes (0 ; 

6,25 ;12,5 · 25 ; 50 ;100 µ , s = 0,0047 µM-1.cm-1). 

2.2.4.5 Dosage des Espèces Réactives de I Oxygène 

(Ce dosage est indépendant des autres dosages et est réali é sur des plantes entières) 

Les plantes ont été incubées dans deux réactifs à 5 µM pendant 40 minutes à 3 7°C, le 

CellRox® Orange (5451565nm) et le CellRox® Green (4851520nm) (ThermoFisher 

®) qui permettent respecti ement de révéler la présence des ERO cytoplasmique et 

ceux présents dans le organites à AD comme décrit par le fournisseur. Après 

l' incubation le plante ont la ées trois fois au PB à température ambiante pendant 

l O minutes pour chaque lavage (Ranj it et al. , 2019). Puis on réalise une lecture de la 

fluorescence grâce à un fluorimètre Infinite M200 (TECA ®) sur une surface de 2 

cm2 (un puit d' une microplaque à 6 puits) recouverte de Lemna minor. On réalise 16 

lectures par puit avec un gain de 200 et les aleurs sont moyennées. 

2.2.5 Impact sur la photosynthèse 

Aprè une semaine d' incubation, la totalité de chaque groupe de plante est récupérée 

et pesée afin d obtenir le poids frais . 
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2.2.5. l Do age des pigments photosynthétiques 

Les plantules entières sont récupérées et détruites dans un mortier avec du sable 

d ' Ottawa à l' obscurité. L' extraction des pigments se fait avec 10 mL d ' éthanol à 96% 

à température ambiante. près 24h, les pigments subissent une forte agitation suivie 

d ' une centrifugation à 198 g pendant 5 minutes. L ' absorbance est mesurée à 665 

(Chi a), 648 (Chi b) et 470 nm (Caroténoïdes) (Hu, Cet al., 2018). La lecture des 

échantillons est réalisée par le spectrophotomètre Cary 60 UV-vis de Agilent 

Technologies . Et les concentration en pigments sont calculées par les formules 

ui ante . 

(1) Chl a= 13 36 x ( bs 665nm) - 5,19 x ( bs 648 nm) 

(2) Chi b = 27,43 x (Abs 648 nm) - 8, 12 x (Abs 665 nm) 

(3) Caroténoïdes = ( l 000 x (Abs 4 70 nm) - (2, 13 x Chl a) - (97,64 x Chl b )) /209 

(Lichtenthaler, 1987; Hu, et al. 2018). 

2.2.5.2 Mesure de la cinétique rapide de la Chi a du PS II 

Après une semaine d'incubation, la totalité de chaque groupe de plante est récupérée. 

La mesure de la cinétique rapide de la Chi a, a été réalisée par le Handy PEA 

(HA A TECH ) Plant Efficiency Analyzer ' . Les plantes ont été préalablement 

maintenues à l' obscurité pendant 15 minutes (pour vider la chaîne de transport des 

électrons), avant une stimulation lumineuse de 6 secondes à intensité saturante de 

3500 µmoI.m-2.s- 1 • Les valeurs de fluorescence variables et de cinétique rapide sont 

normalisées respectivement par la fluorescence maximale Fm et initiale Fo de la Chl a. 

( tras er, et al., 2004; De ez et al. 2018). 
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2.3 Analyse statistique 

De analyses de variance (A OV A à un facteur) ont été réalisées avec le logiciel 

tati tical Package for ocial Sciences ( PSS) afin de déterminer s'il y avait une 

diffi'rence significati e entre les échantillons traités ainsi que le témoin. Suite à une 

différence ignificati e déterminée par les OV As, le test Post Hoc de Tukey a été 

utili é afin d'évaluer le différences significatives qui existent entre les valeurs de 

échantillons traités les un des autres* (p < 0,05) et** (p<0,01). 



CHAPITRE III 

RÉSULT TS 

Dans cette pré ente étude, nous a ons investigué les effets toxique du Pd en milieu 

aqueux en utilisant l' organisme modèle Lemna minor, ce qui a permis de déterminer 

le changement de biomarqueurs de présence et de to icité sensibles suite à la 

bioaccumulation du métal dans les ti us des plantules. Pour bien comparer la toxicité 

du Pd par rapport au témoin les résultats font référence à des valeurs obtenues pour 

des concentrations en Pd en µM dans le milieu de culture. Dan des conditions 

contrôlées de laboratoire, les expérimentations comportaient suffi amment de réplicas 

et nous a ons pu tester la reproductibilité de nos résultats en tenant compte de la 

variabilité biologique et celle causée par la manipulation en laboratoire 

3.1 Spéciation du Pd dans le milieu IS 

D ' après I estimation de la spéciation du Pd en solution aqueuse, nous observons que 

la composition chimique du milieu [S cause la présence de différentes espèces 

chimiques de Pd a ec une concentration dépendante de la concentration nominale en 

Pd (Tableau 3.1) . En particulier, la présence de l' espèce PdEDTA2- est dominante aux 

concentrations égales et inférieures à 8 µM de Pd, et la concentration de cette espèce 

continue de diminuer jusqu à 8,5 % pour la concentration nominale de 50 µM de Pd. 

Au fur et à me ure de la disparition de cette espèce, on voit apparaître d ' autres 

espèces chimique de Pd. À une concentration nominale de 2 µM de Pd, on retrouve 
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0,032 % de PdOH+, et à 4 µ on retrouve 0,629 % de PdOH+, 0, 125 % de PdC b et 

0 022 % de PdCt+. À 8 µM de Pd on retrouve 37,535 % de PdOH , 7,54 % de PdCb, 

1,321 % de PdCl et 0,272 % de PdC13-. À une concentration nominale de 12.5 µM de 

Pd, on retrouve 52,879 % de PdOH+, 1,707 % de PdCb, 1 878 % de PdCl+, 0,387 % 

de PdCt3- et 0 0 11 % de PdCl42- et 0,0 l 0 % de Pd2+. Les proportions des espèces 

PdCLi2- et Pd2+ sont relati ement semblables aux mêmes concentrations nominales. À 

25 µM, on retrou e 66,327 % de PdOH+, 13 ,705 % de PdCb, 2,368 % de PdCl+, 

0,501 % de PdCt3- , 0,015 % de PdCti- et 0,013 % de Pd2+. À la concentration 

nominale de 50 µM de Pd, on retrouve 72,666 % de PdOH+, 15 ,548 % de PdCl+, 

2 639 % de Pd Cl+, 0,578 % de PdC13- 0,017 % de PdCli - et O 14 % de Pd2+. Le 

PdOH+ est l' espèce chimique dominante pour les concentrations nominales égales et 

supérieures à 12,5 µM de Pd. 

Tableau 3.1 péciation du Pd (%) dans le milieu SI à pH 6,5 et obtenue grâce au 
logiciel Visual TEQ (3 .1 ), T: témoin. 

Concentration nominale en Pd 

Espèces T 2µM 4µM 8µM 12,5 µM 25µM SOµM Chimiques 
Pct2+ 0 0 0 0 0,01 0.01 0,01 
PdOW 0 0,03 0.63 37,54 52,88 66 33 72,67 
PdCll· 0 0 0 0 0.01 0,01 0.02 
PdCl3· 0 0 0 0.27 0,39 0,50 0,58 
PdCl2 (aqJ 0 0 0.13 7.54 10,70 13 ,71 15,55 
PdCJ+ 0 0 0.02 1,33 1,87 2,37 2,64 
PdEDT 2• 0 99,97 99,22 . 53 ,32 34.14 17,07 8,53 

3.2 Effet du Pd ur le phénotype de Lemna minor 

os résultats montrent que le témoin a une croissance exponentielle rapide de Lemna 

minor pendant 7 jours, avec une masse fraiche moyenne de 180 mg, un nombre 

moyen de frondes de 147,67 et une taille moyenne de racines de 3 06 cm (Tableau 

3.2). Les racines et les frondes sont bien isibles et verte . ous avons ensuite 
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observé, avec l' augmentation de la concentration en Pd dans le milieu, une 

diminution significative de ces paramètres avec un niveau de confiance de 99 % à 

partir de 12,5 µM d ' expo ition, dont voici les aleurs sui antes: 91,33 fronde , 78,4 

mg et 0,98 cm de racines, soit une diminution respective de 3 8, 15 %, 57, 32 % et 

67 97 % par rapport au témoin. De plus, une couleur brune apparaît progressivement 

sur les plantes. 

Tableau 3.2 Diminution du poids frais (mg), de la longueur des racines (cm) et du 
nombre de frondes après 7 jours d ' exposition à différentes concentrations nominales 
de Pd chez Lemna minor (p <_ 0,05)* et (p < 0,01 )** par rapport au témoin (T), (n=5). _ 
Label T 2µM -tµM 8µM 12,5 µ l 25µM 50 µi\l 

Poid fra i 182,82 (8.79) 158,77 (8.38) 162,71 (·.ri 155,71 ( 10. 15) 78,0-t ** (6.0 1) 6-t,-t-t** ( ·.73) 58,38** ( 10.28) 

(mg) 

Longueur de 3,06 (0.11) 3,13 (0.0-l) 2,52 (0.1 ·i 
raci ne (cm) 

2,06 (0.0-l) 0,98** (0.0-l) 0,86** (0.08) 0,52** (0.0~) 
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Figure 3.1 Effet inhibiteur du · Pd sur la croissance de Lemna minor (%). L ' inhibition 
de crois ance de plantes de Lemna minor a été calculée grâce aux nombres de 
frondes et à la masse fraîche après 7 jours d ' exposition à différentes concentrations 
nominales de Pd (p < 0,05)* et (p < 0,01 )**. T , témoin. 
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3.3 Effet du Pd sur la croissance 

Le poids frais et le nombre de frondes sont deux modifications morphologiques 

facile à observer et à mesurer permettant d ' étudier l' impact du métal sur la 

crois ance des plantes (Figure 3.1). Le graphique montre une corrélation entre le 

pourcentage d'inhibition de la croissance et la concentration en Pd dans le milieu. Le 

pourcentage est de O % pour le témoin car il correspond à une croissance optimale. 

Ensuite , nous observons une inhibition progressive de la croissance de la biomasse 

qui est dépendante de la concentration d'exposition. Pour une concentration en Pd 

inférieure à 4 µ l'inhibition n'est pas significative par rapport au témoin, mais à 

partir de 8 µM, nou a ons observé une augmentation significative de 8, 1 % de cette 

inhibition par rapport au témoin, avec un niveau de confiance de 99 %. Pour un 

niveau de confiance de 95 %, une exposition de 12,5; 25 et 50 µM de Pd dans le 

milieu cause une inhibition correspondante de 3 7,4; 46,6 et 50,8 % .. 

3 .4 Absorption et ad orption de Pd 

Les résultats d'ICP-EOS nous permettent de déterminer la quantité de Pd dans les 

plante . ous pou on observer une augmentation progressive de la concentration en 

Pd b-ioaccumulé (ab orbé et adsorbé) avec une aleur de 263 ,26 µg/g MF pour une 

exposition à 50 µM sans aucun effet létal (Tableau 3.3). La méthode de lavage au 2-

propanol nous permet de détecter une valeur croissante de Pd adsorbé s.ur les plantes, 

à partir de 8 µM de Pd dans le milieu, correspondant à 0,7 µg/g MF de Pd adsorbé. 

En des ous de 8 µ , la matrice d ' acide/2-propanol, produit un effet de matrice qui 

stoppe la capacité de quantification , mais au-des us de cette valeur nous a ons 

observé une augmentation progressive et significative de la concentration avec un 

niveau de confiance de 99 % par rapport au témoin, et la formation d'un plateau 

maximum à partir de 25 µM de Pd. ous pensons que ce plateau nous indique la 

limite ph sique que la plante peut supporter à sa urface sans effet létal (11 ,5 µg/g 
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MF). L ' effet de ce métal a également été observé en microscopie optique, causant une 

altération de racine (Figure 3.2). 

T'm in 

Figure 3.2 Photographies des racines de Lemna minor du témoin (gauche) et après 7 
jours d'exposition à 50 µM de Pd (droite). 

Tableau 3 .3 Augmentation de la concentration en Pd absorbée et adsorbée chez 
Lemna minor aprè 7 jours d exposition à différentes concentrations nominales de Pd. 
(p < 0 05)* et (p < 0,01)** , par rapport au témoin (T), (n=5). 
Label T 2µM 4µM 8µ 1 12,SµM 25µM 50 µM 

-----
Pd Absorbé 0 (0) 5,35 (OAO) 11,27 (2.02) 28,35 (2.82) 63,04** (25. 17) 107,69"* (2-U- ) 263,26"* (39.6-1) 

(µ gMF) 

Pd dsorbé ( -) (-) ( -) 0,77 (0.32) ,22 ** (l. -13) 12, 11 ** ( 1.02) 11,75** ( 1.73) 
(µo g F) 

3.5 Effet du Pd ur la production de ERO 

La mesure de la fluorescence relative des deux ondes de détection d ' ERO (Figure 

3.3) ne nous a pas montré de ariation significative par rapport au témoin pour les 

concentrations de 2, 4 et 8 µM de Pd dans le milieu, mais à partir de 12,5 µM, nous 

avons obser é une augmentation significative avec un niveau de confiance de 95 % 

pour le ERO cyto olique et dans le organites AD et avec un niveau de confiance de 

99 % ·à partir de 25 µM de Pd. ous avons ensuite ob ervé deux comportements 

distincts , en fonction du compartiment étudié. À 12,5 µM de Pd, nou observons une 
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augmentation de 20 % de la fluorescence de la onde cytosolique par rapport à 40 % 

de la fluorescence dans le organites avec AD . À 25 µM de Pd, nous observons une 

augmentation supplémentaire de 40 % du pourcentage de la fluorescence dans le 

c to ol contre 20 % upplémentaire uniquement dans les organites. Ces variations 

eraient attribuées au mécanismes de transport et d'internalisation du Pd dans les 

différents compartiments cellulaires. 

120 

';f?. 100 - * 

* 

::::::1 

20 

0 
T 2 4 12,5 25 50 

oncentration en Pd µ 

Figure 3.3 Production de ERO dans le cytoplasme (noir) et dans les organites à AD 
(gris) chez Lemna minor après 7 jours d ' exposition à différentes concentrations 
nominale de Pd. (p < 0 05)* et (p < 0,0 l )**, par rapport au témoin (T), (n=5). 

3 .6 Effet du Pd sur le contenu en pigments 

Le dosage du contenu en pigments (Figure 3.4) montre une tendance similaire pour 

les deux pigments chlorophylliens. En effet, nou observons une légère ariation non 

significati eaux concentrations testées de Pd de 2 4 et 8 µM. C'est à partir de 4 µM 

que nou a ons obser é une aleur maximale de Chi a de 0,74 µg/g MF et une valeur 

de Chi b de 0, 18 µg/g MF. Ensuite, à partir de la concentration de 12 5 µM de Pd , les 
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deu pigments diminuent par rapport à la valeur obtenue à 8 µM, su1v1e d ' une 

diminution significative a ec un ni eau de confiance de 99 % par rapport au témoin 

pour 25 et 50 µM : Respecti ement 0,4 7 et 0,39 µg/g MF de Chl a, et 0,5 et 0 µg/g 

MF de Chl b, comparé à la valeur de base (témoin) de 0,62 µg/g MF de Chi a et 0, 16 

µg/g MF de Chi b. Les teneurs en caroténoïdes sui ent une autre tendance, les 

résultats nous montrent une variation non significative jusqu ' à 8 µM de Pd dans le 

milieu. Puis à partir de 12,5 µM de Pd nous observons une augmentation progressive 

avec un niveau de confiance de 99% et une valeur de 0,30 µg/g MF contre 0 20 µg/g 

F pour le témoin. ous avons alors une inhibition jusqu ' à une valeur non 

ignificative de 0 14 µg/g MF sous une exposition de 50 µM de Pd dans le milieu. 
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Figure 3.4 Variation du contenu en chlorophylle a (A), b (B) et caroténoYde (C) 
(µg/mgMF) chez Lemna minor après 7 jours d'exposition à différentes concentrations 
nominales de Pd. (p < 0 05)*· et (p < 0 01 )**, par rapport au témoin (T), (n=5). 
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3. 7 Effet du Pd sur les param_ètres photo ynthétiques 

Le rapport Chl a/b (Tableau 3.4) nous donne des informations sur la taille et 

l' organi ation tructurelle du PSII. ous ob ervons pour ce paramètre une 

augmentation significative pour 25 et 50 µM de Pd dans le milieu avec un ni eau de 

confiance de 99 % par rapport au témoin, avec des valeurs respectives de 16,49 et 0 

par rapport à la aleur ba ale de 3,97 (tém.oin). Les paramètres étudiés avec le 

fluorimètre Handy-PEA nous permettent de déterminer la variation pour plusieurs 

biomarqueurs d' intérêts associés au P II après la contamination. Tout d' abord la 

cinétique rapide et pol pha ique de fluorescence de la Chi a seule (Fv/Fo) nous 

montre une perturbation de I activité du P II à partir de 25 µ de Pd, indiqué par le 

changement de transitions J-I-P, et un blocage du transfert d' électrons 

photosynthétiques (Figure 3.5). Ensuite nous avons observé que le ratio AB /RC suit 

la même tendance statistique a ec des aleurs de 1 13 et 1,21 comparées à O 73 pour 

le témoin. ous avons ensuite étudié l'efficacité quantique du P II (Fv/FM) et l'indice 

de performance de l' activité du P II (PI B ) , qui nous montre une variation 

significative à un niveau de confiance de 95 % pour 25 µM de Pd dans le milieu et à 

un niveau de confiance de 99 % pour 50 µM de Pd: Pour Fv/FM, 0 74 et 0,73 contre 

0,79 pour le témoin · et pour PI B , 3,61 et 2,38 contre 4,56. Enfin, le paramètre V1, 

soit la fluorescence relative nécessaire à la réduction de Q , a soudainement 

augmenté de manière significative a ec un ni eau de confiance de 99 % à 50 µM de 

Pd a ec une valeur de O 51 par rapport à une aleur de base de 0,44 (témoin). 
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Figure 3 .5 Diminution de l' intensité de la cinétique rapide et polyphasique de 
fluore cence de la Chi a, chez Lemna minor après 7 jours d'e position à différentes 
concentrations nominales de Pd par rapport au témoin (T), (n=S). 

Tableau 3.4 Variation de différents paramètre photosynthétiques chez Lemna minor 
après 7 jours d ' exposition à différentes concentrations nominales de Pd. (p < 0,05)* 
et (p < 0 01 )**, par rapport au témoin (T) (n=5). 
Label T 2 µi\l ~ µM 8µM 12,5 µM 25 µM 50 µM -- -
Chi a/Chi b 3,9 (0,11) (0,13) 03 (0,10) 3 6 (0,37) 5,23 (-,9-t) 16 ( 12,79) 
Fv/Fm 0,79 (0.01) 0,79 (0,0 1) 0,77 (0.01) 0,77 (0,01) 0,78 (0,01) 0,7~ * (0,0 1) 0,73** (0.0 1) 

B /R 0,73 (0,09) 0,80 (0,02) 0,82 (0,05) 0,85 (0,05) 0,81 (0,03) 1,13 ** (0, 12) 1,21 ** (0,1 2) 
(0,01) o,.n (0,0 1) 0 40 (0,03) 0,-H (0,01) (0,0 1) 0,-H (0,02) 0,51 ** (0,0 1) 

PIABS (0,41 ) (0, 12) (0.57) (0,21 ) (0,28) 3,6 1* (0,23) 2,38** (0, 13) 
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3.8 Effet du Pd ur les mécanismes de défense 

La méthode de Bradford nous a permis de déterminer le contenu en protéines totales 

de la plante expo ée à différentes concentrations en Pd (Figure 3.6). ous observons 

une augmentation lente de ce paramètre. Les valeurs sont significatives par rapport au 

témoin dès 12 5 µM de Pd avec un niveau de confiance de 99 % par rapport au 

témoin, a ec les mesures sui ante : l 0 66 10,54, 16,67 µg/g MF pour les aleurs 

respecti e de 12 5, 25 et 50 µM contre 8,6 µg/g MF pour le témoin. ous avons 

ob er é la même tendance pour la détermination des thiols totaux selon le réactif 

d ' Ellman (Figure 3.7), avec 11 ,2, 12 3 et 17,4 µmo l/g MF de thiols contre 7,6 µmol/g 

F pour le témoin. Enfin, la mesure de l'activité spécifique de la catalase (Figure 3.8) 

uit la même tendance, mais avec des valeurs qui décroissent : 0, 15 , 0, 13 et 0, 12 

/mg P par rapport au témoin de 0,2 U/mg P. 
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Figure 3.6 Augmentation des protéine totales (µg/g MF) chez Lemna minor après 7 
jours d ' exposition à différentes concentrations n·ominale de Pd. (p < 0,05)* et (p < 
0 01 )** par rapport au témoin (T) , (n=5). 
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Figure 3.7 Augmentation des compo é thiols totaux (µmol/g MF), chez Lemna 
minor après 7 jours d ' exposition à différentes concentrations nominales de Pd. (p < 
0,05)* et (p < 0,01 )** , par rapport au témoin (T) , (n=5). 
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Figure 3.8 Diminution de l' activité spécifique de la Catalase (U/mg Protéines), .chez 
Lemna minor après 7 jours d exposition à différentes concentrations nominales de Pd. 
(p < 0 05)* et (p < 0 01)** , par rapport au témoin (T) , (n=5). 



CHAPITRE IV 

DISCUSSIO 

Dans cette étude, le effet du Pd ont été investigués chez la plante aquatique Lemna 

minor après une incubation de 7 jours dans du milieu de culture contaminé. 

Dépendamment de la concentration nominale d ' exposition de Pd en µM (représentant 

l' ensemble de e pèces chimiques de Pd), la plante a absorbé activement le métal 

allant de 28,35 ju qu ' à un maximum de 263 ,26 µg/g MF (ma e/masse de masse 

fraiche oir correspondance au Tableau 3.3). os résultats ont montré l' apparition 

d altérations morphologiques, physiologiques et moléculaires en fonction de la 

bioaccumulation en Pd. 

Dan le milieu I , le Pd a tendance à former de nombreuses espèces complexée 

(Tableau 4.1 ). Le métal a tendance à se complexer a_vec I EDTA pour former du 

PdEDT 2-. L' EDTA permet de tamponner le Pd2+ libre dans le milieu. Lorsque ces 
ions pré ents en trè faible proportions sont absorbés par le plantes l' e pèce 

PdETDA 2+ libère à nouveau des ions Pd2+ afin de maintenir la concentration d ' ions 

libre . C ' e t la forme la plus bioaccumulable par les organismes ce qui expliquerait 

le inhibitions de croissances importantes relevées pour le plante ayant été incubées 

à 12 5 · 25 et 50 µ (Figure 3 .1 ) . En effet, de fortes concentration nominales de 

métal en solution ren ersent la tendance précédemment établie entre la forme 

PdETD 2+ et les autres espèces de complexations possibles. En effet, le PdETDA2+ 

disparaît progressivement pour laisser apparaître des espèces complexées 
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essentiellement à un groupement hydroxyle (PdOH+) ou chlorées (PdCL/ -; PdCb- ; 

PdCb(aq); PdCI+) en plu petite proportion. La précipitation de l' espèce hydroxyle 

erait probablement à l' origine de la formation de particules en solution qui 

' adsorberaient sur la plante (Cobelo-Garcia et al. , 2007). Au final , l'étude de la 

complexation du Pd dans le milieu S[ nous montre la trè faible disponibilité du 

métal dans le milieu de culture dû à sa complexation avec l' EDTA. Ces faibles 

aleur des forme biodisponibles ont été nécessaires pour eau er une 

bioaccumulation de 5,35 à 28,34 µg/g MF de Pd dans les tissus végétaux et stimuler 

certain proces u biochimique . Ensuite, 1 apparition de la précipitation hydroxyle 

dès 28 35 µg/g MF a été suffisante pour constituer la eau e principale de la variation 

ignificative de l' inhibition de croissance à ce niveau. De plus, la valeur de la 

concentration d ' ion Pd2+ e t non nulle , et sa représentation en re anche face aux 

autres espèces e t égale à zéro. Ces formes biodisponibles et bioaccumulables 

peuvent ainsi agir fortement sur la santé de la plante malgré tout. Enfin, dè 63.04 

µg/g F de Pd bioaccumulé dans les tissus de la plante, on observe l' apparition de la 

forme libre du métal parmi les autres e pèces en solution. On peut donc suppo er que 

1 · apparition de cette e pèce contribue aux perturbations majeures travaillant de 

concert avec l' espèce PdOH+, deux espèce dont les proportions augmentent 

progre sivement pour le 3 dernière aleurs nominales de Pd étudiées. Les légères 

variations des proportions des différentes espèces de Pd d ' une concentration 

nominale à l ' autre, seraient la cause de la bioaccumulation du Pd et des perturbations 

cellulaires suite au stress. 

D' aprè les résultats obtenus sur la toxicité nou observon un impact sur la 

croissance de la biomasse et une ariation de nombreux paramètres macroscopiques 

en fonction de la bioaccumulation de Pd. Comme le Zn e (Tarrahi et al. , 2018), les 

nanoparticules d'argent, le cuivre (Hu, et al. , 2018) l'aluminium (Su et al. , 2019) et le 

cobalt (Hu et al. , 2019), le Pd a entraîné une diminution de la biomasse et une 

augmentation du pourcentage d' inhibition de la croissance chez Lemna minor. Cela 
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confirme la capacité de Lemna minor à absorber les minéraux et le contaminants, en 

particulier les métaux ( ahaab et al. , 1995· hukla et ri astava, 2019). u niveau 

microscopique, il y a une adhérence du métal sur les racines, provoquant un 

changement de couleur de l'organe. D'autres études ont déjà montré la capacité du Pd 

à s ' ad orber à la surface de plante (Fumagalli et al. , 2010), et I ob er ation 

microscopique de la plante en témoigne (Figure 3.2). On observe la formation d ' une 

précipitation métallique, en particulier sur la racine. Ce phénomène d'adsorption a 

déjà été observé pour un mélange de cuivre et d ' oxyde -de graphène dans une étude 

passée (Hu, et al. , 2018). On suppose que le Pd peut ainsi interagir a ec les 

macromolécule de membranes cellulaires, encapsulant la racine et bloquant certains 

mécani mes protéiques (enzyme, transport, signalisation , et même la respiration) , 

provoquant la mort des plante à long terme. 

De 5 35 à 28 35 µg/g MF de Pd bioaccumulé dans les tissus végétaux, nous n' avons 

pas observé une diminution de la concentration en pigments photosynthétiques 

(Figure 3.4), malgré une diminution progressive de la biomasse (Tableau 3.2). Cela 

peut être dû à une phase d'acclimatation physiologique des plantes, causée par le 

stress du xénobiotique (Dewez et al. , 2008) . À de faibles concentrations, le Pd 

modifierait la bios nthèse de pigments chlorophylliens, et cela peut être également 

dû à une ubstitution du magnésium par le palladium. Le magnésium n'est pas le seul 

métal pou ant êtr chélaté par le macroc cle de la chlorophylle (Küpper et al. , 1998). 

Le Pd en excès peut également être utilisé pour la biosynthèse de pigments avec son 

diamètre de 4,2 . Le macrocycle peut aussi chélater l'ion Pd2+ avec un diamètre 

atomique de 2,8 , légèrement inférieur à l'ion Mg2+ avec un diamètre atomique de 3 

A (Slater, 1964). 

À partir de 28,35 µg/g MF, nous avons observé une variation significative de 

l'inhibition du taux de crois ance (Figure 3.1), mais celle-ci n'est associée à aucune 

autre perturbation biochimique ou physiologique étudiée. On pense que cette 
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inhibition de la croi ance est dû à la to icité du Pd au sein d'un organite non étudié 

dan ce travail , la mitochondrie. En effet, nou pensons que ce compartiment a une 

grande affinité pour ce métal et perturbant ainsi le métabolisme mitochondrial par un 

blocage du transfert de électrons le long de la chaîne. On suppose également que la 

somme de toute le perturbation étudiées et non significatives peut ensemble 

provoquer cette ariation du taux de croissance. éanmoin , la superposition des 

résultats de cette étude à ceux d une étude antérieure (Bednarova et al. , 2014) permet 

de déterminer la concentration de métal critique absorbée dans les tissus de la plante 

et su ceptible de provoquer les premières variations significative . Cette valeur serait 

atteinte entre 8 et 10 µ de Pd dans le milieu de culture. 

Dè 63 ,04 µg/g MF, on observe la modification de plusieurs paramètre 

phénotypiques, dont la longueur de la racine (Tableau 3.2). Cela peut être attribué à 

un blocage du processus d ' élongation de l' organe, comme l' ont déjà montré d ' autres 

métaux (Dewez et al., 20 l 8). Les racines étant moins grandes a ec une moins grande 

surface d échange ph sique et une surface affectée également par l adsorption du 

métal, on peut supposer que les transport actifs et passifs des minéraux se verront 

fortement affectés. En parallèle, on observe une augmentation des protéines totales 

(Figure 3.6), ce qui indique la mise en place d ' une batterie de mécani mes de défense 

protéique tels que des enz mes antioxydante , de macromolécules chélatantes ou 

de protéines chaperonnes (H P 70), etc. On sait que ces dernières sont produites 

sous l' influence de métaux (Basile et al. 2015 ; Hu, et al. , 2018; Hu, et al. , 2019; Su 

et al. , 2019). Le Pd a d ' ailleurs déjà été démontré comme un agent capable de 

fa oriser la surexpre ion de H P 70 chez le algues unicellulaires (Vannini et al. , 

2011). ous suppo on que l' absorption du Pd (Tableau 3.3) entraine deux 

con équences la première directement liée à la présence du métal par la formation 

d ' ERO par la réaction de Fenton (Cuypers et al. , 2016), et la deuxième suite à un 

blocage du transport des électrons dans les organites semi-autonomes (Zr6bek-

okolnik et al. , 2009). os résultats montrent une augmentation des ERO dan les 
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organite à D (Figure 3.3) indiquant que le Pd serait internalisé préférentiellement 

dans ce compartiments (noyau, mitochondrie et surtout chloroplaste). Il est connu 

que le métaux sont capable de directement activer la synthèse de certaines protéines, 

telles que la phytochélatine synthéta e, une enzyme qui permet de produire des PC. 

Ces protéines ont être capable de réduire la quantité de métal intracellulaire libre en 

le séquestrant dans la vacuole (Supalkova et al. , 2007· Yao et al. 2012· Kinska et 

Kowal ka, 2019). On peut supposer que Lemna minor surexprime ainsi des PC, 

illu trée par l'augmentation des thiol au sein de la plante (Figure 3.8). En revanche, 

on ne peut pas discriminer parmi ces thiols ceux du GSH seul de ceux des PC. On sait 

que certains métaux tels que le Cd pourraient conduire à la réduction de GSH en 

provoquant l'inhibition de certaine enzymes responsables de sa régénération (GR 

GPx, etc.) (Le esque et al. , 2002; Ivanina et al. , 2008). Il a déjà été montré que le Pd 

était internalisé dan les chloroplastes perturbant plusieurs mécanismes majeurs, tel 

que le défenses la phase sombre de la photosynthèse (formation d ' adduit à l' AD 

sur la équence codante de la Rubisco), l' expression des gènes ... (Vannini et al. , 

2011 ). L'aluminium a aus i montré sa capacité à perturber les processus biochimiques 

cellulaire , tels que la photosynthèse, la respiration, la transcription, la biosynthèse, la 

oie de ignali ation et le défense chez le même modèle ( u et al. , 2019). On 

suppose que le Pd serait capable de perturber ainsi la phase claire de la photosynthèse 

en bloquant le transfert d'électrons dans l' organite, ce qui favorise la formation 

d ' ERO (Figure 3.3) (c ' est expliqué dans la section suivante avec les paramètres de 

photosynthèse). 

De plus nous supposons que l'absorption croissante de Pd entraîne la production de 

ERO (Figure 3.3) par la réaction de Fenton dans le cytosol , mais moins que dans les 

organite à AD . Ils ont tout d ' abord compensés par l' acti ité de l' enzyme 

antioxydante et de PC, et leur production est plus importante par la perturbation du 

transfert d'électrons que par la seule réaction de Fenton. Ce qui explique la 

surexpression des caroténoïdes (Figure 3.4 C) pour prévenir ces phénomènes, mais on 
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obser e progressivement une diminution de l'activité spécifique de la catalase (Figure 

3.7). ous pou on en conclure, pour la première fois , que d'autres macromolécule 

protéiques montrent une plus grande biosynthèse suite à l'expo ition au Pd que la 

catalase. Dans un second temps nous avons pensé que le Pd ou les ERO pourraient 

agir sur l'enzyme en bloquant ou en· modifiant les mécanismes d'expression génique, 

en bloquant le complexe enzyme-substrat, en modifiant les sous-unités d'assemblage 

de l'enzyme, comme cela a été propo é pour l'action du Cd chez la Lemna (John et al. , 

2007). De plus, on observe une bioaccumulation croissante et une production de ERO 

qui s'équilibre vers un blocage de la catalase. éanmoins, la urexpression des 

caroténoïdes est un moyen localisé qui permet d ' endiguer la formation des ERO par 

leur capacité photoprotectrice. L'internalisation des métaux dans le chloroplaste a des 

conséquences grave (Vannini et al. 2011 ) . En fait, le Pd s'est déjà révélé comme un 

perturbateur majeur de la photosynthèse chez les algues unicellulaires comme 

beaucoup d'autres métau et il peut modifier la structure des chloroplastes, ainsi que 

leur forme , leur taille et leur ultrastructure (Vannini et al. , 2011 ; Rai et al. , 2016). Le 

Pd est capable de modifier la régulation de la morphogenèse et de la synthèse des 

protéines du chloroplaste (Vannini et al. , 2011). D ' autre part, l'aluminium a montré 

de effets similaires chez Lemna, affectant l'expression de protéines comme la 

Rubisco, le protéines de l'antenne du P II et les sous-unités D 1 et D2 du P II, etc. 

(Su et al. , 2019). 

À partir de 107,69 µg/g MF, nous obser ons que le Pd perturbe la biosynthèse des 

pigments chloroph Iliens (Figure 3.4 A et B), qui constituent aussi la cible principale 

de nombreux autres métaux (John et al. , 2007; Upadhyay et al. , 2009· Doganlar et al. , 

2012; Hegazy et al. , 2017 ; Dewez et al. , 2018· Hu, C. et al. , 2018; Tarrahi et al. , 

2018; Chaudhar et Sharma, 2019; Hu, D. et al., 2019; u et al. , 2019). ous 

observons d ' abord une diminution progressive de leur biosynthèse (Figure 3.4) avec 

une plus grande disparition de la Chi b, car sa bio ynthèse dépend de la Chi a 

(B uchanan et al. 2015). li est à noter que la Chi b compose les antennes 
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périphériques du PSII , élément important pour initier l'absorption et le tran fert de 

l'énergie lumineu e accumulée de photons ers la paire de Chi a du centre 

réactionnel (Kir t et al. , 2017; Karp et al. , 2018). Le rapport Chi a/b (Tableau 3.4) 

montre une perturbation de la structure de l'antenne du P II , ou de sa taille elle-même, 

par rapport au re te du complexe (Clijsters et al. 1985 ; Appenroth et al. 2003 ; 

Aravind et al. , 2004). Celui-ci est probablement plus petit. Constituée essentiellement 

de Chi b, l' antenne perd de son efficacité et n est plus en mesure de collecter 

l' énergie nécessaire à I excitation de la paire de Chi a du centre réactionnel , ce qui a 

un impact sur l efficacité de la photosynthèse moins d ' énergie tran mise à la Chi a, 

et c ' e tune fluorescence du pigment qui est également affectée. Ceci est confirmé par 

la bai e de l' indice de performance de l ' acti ité du P II (PI s ) (Tableau 3 .4 ). La 

diminution de la capacité des antennes à collecter l' énergie photonique peut 

également être due à la destruction des pigments eux-mêmes (Rodrfguez et al. , 2007), 

à un retard dans l' intégration des pigments dans les photosystèmes (Miao et al. , 2012) 

ou à leurs stabilités dans la membrane thylacoïdienne (Vannini et al., 2011). Les 

propriétés ph siques de Chi a sont affectées par le stress généré par les métaux, qui 

les ox dent ou le décompo ent en phéophytine (Rodrfguez et al. , 2007). Ensuite, le 

paramètre Fv/F (Tableau 3.4), connu pour a sensibilité, est hautement apprécié 

pour témoigner de la toxicité d ' un énobiotique chez les plantes. Ce paramètre est 

également affecté , et montre une dim_inution de l'efficacité quantique du PSII. Le 

donneur d'électrons n'est plu en mesure de transmettre efficacement ces électrons le 

long de la chaîne de transport d'électrons. Le paramètre ABS/RC (Tableau 3.4) est 

connu pour être efficace pour discriminer une affinité au métal pour les centres 

réactionnels du P II suite à une augmentation des valeurs de ce paramètres (Tableau 

3.4). Les résultats nous montrent que , comme pour le cuivre et le nanoparticules 

d ' argent (Dewez et al. , 2005; Dewez et al. , 2018), le Pd bloque le centre réactionnel 

des PSII. On peut sùpposer que cela est dû à un substitut du Ca2+ du CDO, cofacteur 

essentiel pour catal ser la réaction de la photolyse de l'eau (Falier et al., 2005; 

Cuypers et al. , 2016; Dewez et al. , 2018) . L'énergie absorbée n'est pas retransmise et 
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continue d'être accumulée, et fini par être retransmise à l'oxygène moléculaire 

favorisant la formation d'ERO (Apel et al. , 2004; Cuypers et al. , 2016). Ceci 

expliquerait la deuxième phase d' augmentation des ERO, soit les 20% 

supplémentaires liés (Figure 3.3) à un blocage du transfert d' électrons dans la chaîne 

photosynthétique comme le montre la (Figure 3.5). Ce phénomène reste "contrôlé" 

par l'action photoprotectrice des caroténoïdes dont la biosynthèse est maintenue à un 

niveau basal (Young, 1991 ; Buchanan et al. , 2015 ; Karp et al. , 2018). Une 

perturbation généralisée du PSII diminue le rendement de la phase claire et donc par 

la suite de la phase sombre avec une diminution de la production d'A TP et de 

ADPH, deux molécules essentielles à la production de carbohydrates comme on le 

voit après une contamination par le Cd et l'aluminium (Unadkat et Parikh, 2018; Su et 

al. 2019). 

Enfin, à partir de 263 ,26 µg/g MF, c'est le paramètre de photosynthèse Vj (Tableau 

3.4) qui est affecté par le Pd. L' augmentation de la fluorescence relative montre une 

accumulation de Q réduite, suite à un blocage du transfert d ' électrons. De plus, nous 

observons une diminution de la biosynthèse des caroténoïdes pouvant expliquer la 

dernière phase d'augmentation de la ERO de 5%, le PSII (Figure 3.3) perdant sa 

capacité à se protéger. 

Dans cette étude, nous avons analysé le changement de l 1 biomarqueurs chez la 

plante aquatique Lemna minor présentant une différence de sensibilité envers 

l' exposition au Pd (Tableau 4.1). Cette sensibilité a été déterminée par la plus faible 

qua1:1tité de Pd absorbé causant un changement significatif par rapport au témoin. 

Ainsi , ces 11 biomarqueurs apparaissent au fur et à mesure de la bioaccumulation du 

métal dans les tissu de Lemna minor. L'étude du pourcentage d' inhibition de 

croissance constitue le biomarqueur le plus sensible de la toxicité du Pd dès 28,35 

µg/g MF de Pd dans la plante. Cependant, l'utilisation de cette méthodologie en 

milieu naturel est peu réalisable. Elle convient mieux à une étude en laboratoire. À 
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63 ,04 µg/g MF de Pd bioaccumulé, on observe une variation ignificative pour 4 

biomarqueurs eau ée par la pré ence du xénobiotique (Tableau 4.1) : La production 

des ERO dans les différents compartiments suite aux réactions de Fenton et de la 

perturbation du transfert des électron dans les organites semi-autonomes · La 

surexpre sion de protéine totale , des groupements thiols et des caroténoïdes 

permettant de lutter de concert contre le stress ph siologique eau é par la toxicité du 

Pd; La diminution de l' acti ité spécifique de la Catalase qui témoigne d une 

perturbation biochimique des macromolécule . Ensuite, à 107,69 µg/g MF, on 

obser e le changement significatif de 5 biomarqueurs au niveau de la structure de 

l' appareil photo ynthétique comme la biosynthèse des pigments chlorophylliens et 

du rapport Chi a/b, et de l' activité photochimique du PSII : La diP1inution du 

paramètre PI s témoigne de la dé organisation du P II ; La diminution du rapport 

Fv/FM est due à la diminution de l'efficacité photochimique du centre réactionnel; Le 

paramètre AB /RC témoigne de l' affinité du blocage de l' activité du centre 

réactionnel du P II par le métal. Enfin, à 263 ,26 µg/g MF de Pd bioaccumulé, on 

observe l'apparition d ' un seul biomarqueur, le paramètre V1 qui témoigne de 

l' affinité du Pd pour la Q . 
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Tableau 4.1 Sensibilité de biomarqueurs étudiés chez Lemna minor aprè 7 jours 
d·exposition à différentes concentrations de Pd. 

Biomarqueurs 

Inhibition de la Crois ance 

Activité spécifique de la CAT 

Caroténoïdes 

ERO 

Thiols Totaux 

Chlorophylles Totales 

Chl a/b 

Fv/Fm 

ABS/RC 

Vj 

PIAB 

Sensibilité (µg/gMF) 

28.35 

63.04 

63 .04 

63.04 

63.04 

107,69 

107,69 

107,69 

107,69 

263 ,26 
263 ,26 



CO CLUSIO 

os résultats montrent que les effets toxiques du Pd chez Lemna minor se déroulent 

en trois temp . près une incubation pendant 7 jours dans du milieu de culture 

contaminé, la plante absorbe activement le métal jusqu ' à 263 ,26 µg/g MF sans 

conséquence létale mais en entraînant un stre s physiologique causant l' apparition de 

modifications morphologiques et moléculaires au fur et à mesure de la 

bioaccumulation. Lor que les plante ont expo ées à 28 ,35 µg/gMF, le taux de 

croissance des plantes commence à être significativement inhibé. Dès 63,04 µg/g MF 

de Pd bioaccumulé dans le ti sus, le métal provoque la production d 'ERO dans les 

cellules, et ce de manière préférentielle dans les organites à AD que le cytoplasme. 

Ce phénomène serait dû à l internalisation du métal permettant d ' activer les voies de 

signalisation et de bios nthèse des mécanismes de défen es chélateurs ( composés 

thiols) , réduisant la portion du Pd libre dans le cytosol. De cette manière, à cette 

concentration de Pd bioaccumulé, la to icité des ERO produits affecte négativement 

sur les macromolécules biologiques dont le matériel génétique expliquant le 

« saut d ' inhibition primaire » de 30%. On note ainsi une toxicité qui stimuleraient 

l'expression de défenses protéiques dont les protéines à groupements thiols 

(glutathion et phytochélatines), qui permettent de chélater les métaux et de les 

séquestrer au sein de la acuole pour les rendre non disponibles. Mais également 

l' inactivation progressive de la catalase causée par cette inhibition. De plus, la 

biosynthèse des caroténoïde suit la même tendance que les groupements thiols qui 

agissent comme moyen de défense supplémentaire de l' appareil photosynthétique. 

éanmoins I absorption du métal ne montre pas de ralentissement et le pourcentage 

d ' inhibition de croissance laisse apparaitre un second « saut d inhibition» de l 0% 



72 

supplémentaire, dè 107,69 µg/g MF de Pd bioaccumulé. L' inhibition mesurée serait 

dû à une production accrue des ERO au ein du cyto ol , inactivant progressivement 

l' efficacité de la biosynthèse des mécanismes de défenses ou en perturbant les 

défenses directement comme le montre l' exemple de la catalase. Les valeurs d ' ERO 

continuent d ' augmenter dans les organites à AD , notamment au sein du chloroplaste 

et ainsi perturbent la biosynthèse des trois pigments photo ynthétiques majeurs ( dont 

les deux chloroph Iles), altérant la composition de antennes des photosystèmes. Ces 

antennes sont plu petite et cela entraîne une diminution de la quantité d·énergie 

absorbée donc tran mise à la paire de Chi a du centre réactionnel qui est responsable 

d ' acti er le tran fert des électrons le long de la chaîne photo ynthétique. À ces 

quantités de métaux bioaccumulées, le Pd bloque également le transfert des électrons 

directement dan la chaîne photosynthétique via sa forte affinité pour le centre 

réactionnel lui-même , favorisant la formation d ' ERO suite à l' excès d ' énergie 

absorbée par les antennes qui est ensuite restitué à l' oxygène moléculaire au lieu du 

centre réactionnel du complexe. Ce phénomène est d ' autant plus encouragé par la 

diminution des caroténoïdes et de leur pou oir photoprotecteur des photosystèmes. 

Ainsi , l' ensemble de ces paramètres indiquent par extension une perturbation de la 

phase claire et sombre de la photosynthèse. Enfin, un dernier saut d ' inhibition de 5% 

e t ob ervé dès 263 ,26 µg/g MF de Pd bioaccumulé. À ce stade, la bioaccumulation 

est telle, que la Q du P II, va à son tour pré enter une affinité pour le métal 

bloquant le transfert de électrons également à ce niveau de la chaîne. La biosynthèse 

de la Chi b devenue nulle , provoque l' incapacité de l' antenne périphérique de 

collecter l' énergie des photons nécessaires afin d ' exciter la paire de Chi a du centre 

réactionnel. Dans cette condition, le stress physiologique causé par le métal sur 

l organisme est trop important pour le système. 

Lemna minor met en place une panoplie de mécanismes de défenses afin de diminuer 

la concentration de métal libre et d ' inactiver les ERO. Il serait intéressant pour 

poursuivre l' étude, de réaliser une mesure du niveau d expression génique par RT-
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PCR de enzyme antioxydantes pour mieux cerner l' implication enzymatique dans la 

lutte contre le stress oxydatif de même pour les transporteurs de cation divalent qui 

aideraient à l'expulsion du métal hors de l' organisme. Des mutants au niveau des 

séquences codantes des transporteurs de métaux permettraient de mieux cerner le 

mécanisme de pri e en charge du Pd au ni eau intracellulaire. Il serait également 

intére ant d'étudier le rapport GSH/PC selon une approche quantitati e et qualitati e 

par HPLC couplé à un spectrophotomètre de masse pour mieux connaître le type de 

PC impliquées. D ' autre approches peuvent aider à l' étude du sujet, telle que 

1 analyse de composé impliqués dans la lutte contre le stress par RMN, il serait alors 

po ible de dres er des profils de métabolites produits. L ' étude du fractionnement 

subcellulaire permettrait également de mieu comprendre les régions cellulaires à 

hautes affinités pour le métal en s ' intéressant plus particulièrement à la mitochondrie. 

Il era plus facile de comprendre si c ' est le métal lui-même ou les ERO qui affectent 

les processus biochimiques. En effet, c ' est un organite intéressant à analyser pour 

comprendre si le métabolisme énergétique n' est pas également impacté. Enfin, il 

serait intéressant de m·ieux comprendre les effets s nergiques des trois EGP 

en embles comme on les retrouve dans la nature chez le même modèle. 

Il est important de souligner que dans la nature la contamination d ' un espace naturel 

e t progres i e, de mécanismes peu ent être mis en place en fonction du temps 

d ' ex position or, l' expérience n ' illustre en aucun cas ce paramètre temporel essentiel. 

À long terme les faibles concentrations d ' expositions en métal de 2 à 8 µM, qui n ' ont 

Jama1 montrés de ariation significati e par rapport au témoin durant l' étude, 

peuvent entraîner une bioaccumulation critique en fonction du temps si celle-ci 

dépasse le 7 jours. Et les plus forte , si l' exposition est progressive dans un 

en ironnement dynamique par exemple, peuvent permettre aux plantes de mettre en 

place des mécanismes de défenses suffisant et pérennes, adéquats pour lutter contre 

ce stres . Enfin , le modèle Lemna minor constitue un très bon bioindicateur de la 

toxicité du Pd au sein des environnements aquatiques. Elle a une capacité de 



74 

bioaccumulation qui permettrait potentiellement, d ' utiliser ce modèle comme agent 

de phytoremédiation pour a ainir les eaux polluées au Pd, dans une infrastructure 

contrôlée afin d'empêcher le phénomène de bioamplification au sein de la chaîne 

alimentaire. Cette capacité à bioaccumuler le métal biodisponible dans son 

environnement, illustre le réel danger du métal chez les végétaux supérieurs et surtout 

ceux destinés à la consommation. En effet la majorité des routes dont celles à haut 

traffic sont bordées par des champs de cultures agricoles destinées à la consommation 

humaine ou animale. Le métal relâché par le trafic routier est une source dangereuse 

de contaminants pour l'écosystème par le phénomène de bioaccumulation et de 

bioamplification. 
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