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ABSTRACT



Industrial, urban and agricultural pollution is a degradation of the environment by
the introduction into the air, water or soil of substances, which are not naturally present in the
middle. It causes disruption of the ecosystem, the consequences of which until the migration
or extinction of some species unable to adapt to change. This pollution can have consequences
for the health of man direct ingestion of plants and animals.

Macrophytes are lake plants whose study is important because they have a good
indicator of the degree of pollution, distinguished by their role of filtration and the specific
purifying effect of these aquatic plants depends on their Resistance to active ingredients
causing possible side effects, on their metabolism.

Lemna minor's purification capacities allow it to filter wastewater, Thanks to the
high absorbency of their root system. The latter has a large Ability to absorb xenobiotics and a
high rate of accumulation.

The study aims to assess the impact of xenobiotic on aquatic plants. Lemna minor
water lens, wastewater purifiers. We have therefore Toxicity of this wastewater on
morphological, biochemical, etc. aspects. Effect, these species are cultured in the laboratory
under in vitro conditions which Retention in wastewater, at different doses, and at different
treatment times:

The set of results obtained indicates, with regard to the parameters Morphological
changes: increase in the numbers of leaves, and Roots however we noticed a sharp increase in
biochemical parameters: The increase in total protein levels, and the proline content, we also

Noticed a disturbance in chlorophyll a, b, and a + b.

Keywords: Water purification, water lens, oxidizing stress, stress indicator, water waste.

RESUME



La pollution industrielle, urbaine, et agricole est une dégradation de lI'environnement
par l'introduction dans l'air, I'eau ou le sol de matiéres n'étant pas présentes naturellement dans
le milieu. Elle entraine une perturbation de I'écosysteme dont les conséquences peuvent aller
jusqu'a la migration ou l'extinction de certaines espéces incapables de s'adapter au
changement. Cette pollution peut avoir des conséquences sur la santé de ’homme soit par
I’ingestion directe des végétaux et animaux.

Les macrophytes sont des plantes lacustres dont 1’étude est importante car elles ont
une bonne valeur indicatrice du degré de pollution, distingués par leur réle de filtration et
d’épuration hydrique, L'effet épuratif spécifique a ces plantes aquatiques, dépend de leur
résistance vis a vis des ingrédients actifs provoquant d’éventuels effets secondaires, sur leur
métabolisme.

Les capacités d’épuration de Lemna minor, lui permettent de filtrer les eaux usees,
grace au grand pouvoir absorbant de leur systeme racinaire. Ce dernier possede une grande
faculté d’absorber les xenobiotiques.

L’étude menée, vise a évaluer I’impact du xénobiotique sur des plantes aquatiques la
lentille d’eau Lemna minor, épuratrices des eaux usées. Nous nous sommes donc intéressés a
évaluer la toxicité de ces eaux usées sur les aspects morphologique, biochimiques,....A cet
effet, ces especes sont mises en culture en laboratoire, dans des conditions in vitro, dans des
eaux usées, a différentes doses, et a différents temps de traitement :

L’ensemble des résultats obtenus indiquent, concernant les parameétres
morphologiques : une augmentation dans les nombres des feuilles, des racines, et la langueur
des racines cependant nous avons noté une forte augmentation dans les parametres
biochimiques : I’augmentation dans les taux des protéines totales, et la teneur en proline, nous

avons aussi remarqué une perturbation dans les teneurs en chlorophylles a, b, et a+b.

Les mots clés : Epuration des eaux, lentille d’eau, stress oxydant, indicateur de stress, les eaux

usées.
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PSII, PSI Photosysteme | ou Photosysteme 11
RO Alkoxyl

RO, Peroxyle
ROOH Peroxydes organiques
SH Radicale thiol

SO, Dioxyde sulfurique
SO4 Sulfate

SOD Super-oxyde dismutase
T Température

uv Ultra-violot

Zn Zinc




Liste des abréviations

ng Micro-gramme
ul Micro-litre
us Micro-second
% Pourcentage
+ Plus ou moins
1/2 Demie
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INTRODUCTION
L’activité humaine, qu’elle soit industrielle, urbaine ou agricole, produit des

substances polluantes, qui seraient a I’origine de divers types de pollution.

Ces polluants émis dans 1’atmospheére, évacués dans les eaux usées se retrouvent dans
les milieux aquatiques, qui provoque le stress oxydant chez la faune et la flore qui les
habitent.

Le stress oxydatif est a I’origine de plusieurs stress abiotiques (salinité, métaux lourds,
stress hydrique...), d’ou la mise en ceuvre par la cellule végétale de plusieurs systémes de
détoxifications tels que les métabolites secondaires, qui jouent un role crucial dans la

détoxification des ERO.

En générale, certaines plantes aquatiques sont communément utilisées en zones
humides reconstituées pour le traitement des eaux usées. L’assimilation des composés azotés
et phosphorés par ce type de plantes constitue 1’un des critéres de choix pour leur utilisation
en épuration des eaux usées.

L’utilisation des plantes aquatiques enracinées pour le traitement des eaux usées
urbaines domestiques, industrielles... comme les lentilles d’eaux Lemna minor, est représente
dans tout le monde et particulierement dans les pays a climat chaud ou le rendement
photosynthétique est important (comme 1’ Algérie).

D’autre part pour 1’évaluation de la tolérance et des mécanismes mis par la plante
pour résister via les différents polluants existants dans les eaux usées, nous avons étudié
plusieurs bio-marqueurs biologiques comme la proline (indicateur de stress), c’est un bio-
marqueur biologique, la capacité d’accumuler la proline est corrélée la tolérance des plantes
au stress abiotique (Barnett et Naylor, 1966 ; Singh et al., 1972 ; Stewart et Lee, 1974). La
proline peut agir comme un osmolyte, un capteur d’ERO et un chaperon moléculaire
stabilisateur de la structure des protéines, protégeant ainsi les cellules contre des dommages
causée par le stress (Hare et Cress, 1997 ; Rhodes et al., Verbruggen et Hermens, 2008 ;

Szabados et Savoures, 2010).

Le niveau de la proline est déterminé par I’équilibre entre sa biosyntheése et son

catabolisme (Szabados et Savourén 2010).

Dans cette concordance nous avons mis les objectifs suivants :
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Le premier but de cette étude est de déterminer si les milieux humides artificiels
Ou marais épurateurs peuvent constituer un systeme adéquat pour le traitement des eaux usées
domestiques, industrielles et agricoles. Pour atteindre ce but, nous avons mis en place un
systeme d’épuration au laboratoire (simulation in vitro). Ce systéme est composé de deux
aquariums, dans lesquels des lentilles d’caux ont été plantées (lemna minor). Nous avons
choisis de travailler sur les caux d’Oued El Mellegue en raison de leur forte pollution par des
effluents industrielles, des eaux ménageres et des eaux d’irrigation agricole.

Le deuxiéme but est 1’é¢tude des mécanismes cellulaires (biochimiques physiologiques et
enzymatiques ainsi que la proline) mis en jeux par lemna minor, pour épurer les eaux
extrémement polluées.

Ainsi notre mémoire est subdivisé en quatre grands chapitres :

Chapitre 01 :

Dans ce chapitre, nous avons décrit la définition, origines, causes et conséquence du
stress oxydatif, les principales sources de radicaux libres, et leur mécanisme de défense contre
les stress oxydatif.

Chapitre 02 :

Donnera un apercu sur la définition, classification de la bio-épuration (lagunage), Une
classification générale des differents types de lagunage, traitement les eaux usée,...etc.
Chapitre 03 :

Matériel et Méthodes : le matériel végétal utilisé dans notre expérimentation est une
plante aquatique : Lemna minor, suivi de leur classification et distribution, ainsi que les
méthodes de dosages utilisées, afin de déterminer les effets des eaux usées sur les parametres
étudiés. Ainsi nous avons étudié plusieurs bio-marqueurs biologiques comme la proline
(indicateur de stress).

Chapitre 04 :
Les résultats obtenus et leur interprétation et la discussion de chaque résultat.

Une conclusion sur I’ensemble des résultats et suggere quelques perspectives a ce travail.
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1. Définition d’une plante aquatique

Les plantes aquatiques, souvent appelées macrophytes, sont des plantes visibles a 1’ceil
nu ayant la capacité de vivre dans 1’eau ou aux abords des plans d’eau.
2. Différentes types des plantes aquatiques
Il existe quatre catégories de plantes aquatiques ayant des caractéristiques physiques
différentes :
1- Les plantes emergentes (a) sont enracinées aux sediments et certaines de leurs parties,
telles que les feuilles et les fleurs, poussent a I’extérieur de 1’eau.
2- Les plantes a feuilles flottantes (b) ont des racines ancrées aux sédiments, mais leurs
feuilles et leurs fleurs flottent a la surface de 1’eau.
3- Les plantes submergées () sont enracinées aux sediments et croissent entierement sous la
surface de 1’eau.
4- Les plantes flottantes (d) ont des feuilles qui flottent a la surface de I’cau mais,
contrairement aux autres plantes aquatiques, elles circulent librement dans 1’eau, car leurs

racines ne sont pas ancrées aux sédiments. [CRE, Laurentides 2009]

T~ N

Figure 01 : Les diférentes types des plantes aquatiques.

3- Phytoépuration

Est un systeme tres efficace pour éliminer la pollution microbiologique des eaux
usées. Plusieurs professionnels se tournent actuellement vers cette technique pour traiter les
eaux grises (douches,...etc) et noires (toilettes).

Dans ces systémes, ce sont les micro-organismes et les plantes qui dégradent la
matiére organique contenue dans les eaux (C. Boutin et al., 2009).

La phytoépuration veut dire l'action de I'épuration des eaux usées en présence de
plantes. Elle peut étre réalisée a travers différents systemes, caractérisés par le fait que I'eau

vient couler lentement et sous conditions contrdlées a l'intérieur de milieux végétales, de
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fagon a en favoriser 1’épuration naturel, qui s'effectue a cause du processus d'aération,
sédimentation, absorption et metabolisation de la part des microorganismes et de la flore.

Les macrophytes et plus spécifiquement les roseaux ont la particularité de former un
tissu racinaire et un réseau de galeries qui drainent apportent de 1’oxygéne et servent de
support aux bacteries aérobies. Ces bactéries, ainsi que la macrofaune du sol, ont un réle de
dégradation et de minéralisation de la matiére organique, qui devient assimilable par les
plantes. (Medjdoub, 2014).

4. Différents systemes de phytoépuration
4.1. Lagunage a microphytes

Dans les bassins de lagunage a microphytes (ou lagunage naturel), les plantes sont
uniquement représentées par le phytoploncton, algues microscopiques de 1 /100 éme de mm
en moyenne, mais jouant le méme réle que les macrophytes dans la fixation des nutriments.
On distingue plus de 100000 espéeces (ARDAM, 2007). L’épuration est donc essentiellement
basée sur I’action symbiotique entre les populations d’algues et de bactéries.

Cependant, certains problémes persistent notamment dans le cas d’une trop forte
concentration de maticres en suspension dans 1’effluent. De meilleures résultats, peuvent étre
obtenus par lagunage a macrophytes (Seidl M. et Mouchel J. M., 2003).

4.2. Lagunage a macrophytes

Il est caractérisé par la présence de plantes visibles a I’oiel nu. Il est constitu¢ de
plantes immergées ou émergées, enracinées ou non, telles que les roseaux, les lentilles d’eau
ou les jacinthes d’eau.

Les bassins sont alors généralement de plus faible surface et moins profonds (0,6 a 0,8
m) ou la charge polluante est plus faible (ARDAM, 2007).

L’utilisation des macrophytes peut améliorer significativement la qualité de 1’effluent,
mais leur biomasse ne produit gueére de bénéfices supplémentaires. L’effet épuratoire est di
principalement a la faculté de ces plantes d’extraire les éléments nutritifs de la colonne d’eau
et au support que leurs racines et feuilles offrent aux micro-organismes susceptibles de
dégrader les matiéres organiques passe principalement par la création d’une zone de rhizomes
servant comme support pour le biofilm pouvant dégrader.

Cet effet est cependant minimisé par la diminution de la ré-aération de la colonne
d’cau. Par contre, ’ombrage de ’cau di a la présence des macrophytes diminue fortement la

quantité de rayonnements UV qui atteignent 1’eau et 1’efficacité épuratoire vis-a-vis des
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espéces pathogenes indicatrices (coliformes et streptocoques) (Seidl M. et Mouchel J. M.,

2003).

De plus, I'utilisation des macrophytes entraine une augmentation des couts de
fonctionnement du fait d’un entretien plus lourds (faucardage et arrachage) (ARDAM, 2007).
5. Avantages du lagunage

Le principe de lagunage présente quatre avantages particuliers :

» En termes d’économie, d’écologie, d’aménagement du territoire et de pédagogie. D’un
point de vue économique, ’entretien d’une station de lagunage est moins couteuse et
moins long qu’une station classique; une station de lagunage ne présente aucun
raccordement électrique et ne demande pas de personnel qualifié.

» Ecologiquement parlant, les bassins de lagunage développent tout un écosystéme, ou les
végétaux aquatiques servent ainsi de support et de nourriture a une faune nombreuse (telle
que les oiseaux, les amphibiens, les insectes), qui contribue a accroitre la biodiversité du
secteur.

» L’aménagement de leur territoire, ce type d’assainissement assure une intégration parfaite
dans le contexte paysager (champs, étang, etc...).

> Enfin, un bassin de lagunage peut servir de support a des sujets de pédagogie trés
diversifiés, tels que I’eau, I’assainissement, la faune et la flore aquatique (eau en couleur,
2006).

6. Inconvénients du lagunage

Ce procédé de traitement présente les principaux inconvénients suivants :

v Une emprise au sol importante

v Des contraintes de nature de sol et d’étanchéité

v" Une variation saisonniére de la qualité de I’eau traitée

v’ Une élimination de I’azote et du phosphore incompléte

v Des difficultés d’extraction des boues (eau en couleur, 2006).

v" L’impossibilité d’effectuer des réglages en exploitation (eau en couleur,
2006), impliquant donc que la conception des installations integre au maximum les
contraintes attendues (telles que les pointes hydrauliques et organiques, les températures
minimales) (FNDAE, 2005).



Chapitre 01 : Bioépuration par les plantes aquatiques

7. Mécanismes d’adaptation des plantes au stress
7.1. Capacité photosynthétique

La cinétique de la fluorescence chlorophyllienne est utilisée pour étudier les effets des
stress abiotiques sur le rendement de la photosynthése et principalement sur ’activité des
photosystemes PSII (Krause et Weis, 1991). (Djekoun et Planchon, 1991) ont confirmé
I’intérét des mesures in vivo de la fluorescence chlorophyllienne pour 1’étude de 1’adaptation
des plantes cultivées aux contraintes de 1’environnement.

Les investigations basées sur des évaluations de la fluorescence chlorophyllienne ont
prouvé que le PSII est tout a fait résistant au stress hydrique. Une grande partie du stress
hydrique a été orientée pour diriger les effets de la déshydratation sur les réactions
biochimiques de la photosynthése (Heitholt et al., 1991).

Pendant que les teneurs en eau des feuilles diminuent, une diminution d'efficacité
photochimique de PSII et du transport d'électron se produit (Giardi et al., 1996). Ceci peut
étre d0 aux dommages des centres de réaction de PSII, mais peut également étre provoque par
la diminution de la capacité de transport d'électron de PSII (Osmond, 1994).

La majeure partie de la variation de l'utilisation d'énergie pour la photochimie pendant
un stress hydrique peut étre expliquée en termes de variation de l'efficacité de la capture
d’¢électron par les centres ouverts de PSII (Cornic et Fresneau, 2002). Yakhlef et Djekoun,
(2000) suggerent que la survie des plantes au manque d’eau est en partie due a l'entretien de la
capacité photosynthétique des feuilles, permettant le rétablissement rapide des plantes suite a
une période de stress hydrique.

7.2. Teneur en chlorophylle

Il est clairement exposé dans la littérature que la photosynthese et les échanges gazeux
des feuilles sont affectés par plusieurs stress dont, la salinité, le stress hydrique, le stress
métallique, la compaction du sol, ...etc. (Thripathi et Tripathi, 1999).

7.3. Accumulation de la proline en condition de stress

L’accumulation de la proline constitue aussi un véritable mécanisme de tolérance au
stress (Slama et al., 2005). L’existence chez les céréales d’une variation intra spécifique pour
I’accumulation de la proline sous I’effet du stress hydrique suggere la possibilité d’une
sélection, sur la base de ce caractere, des génotypes qui auront une bonne capacité a survivre
et un rendement en grains stable en conditions hydriques limitantes (Bergareche et al., 1993).
Pour cette raison, certains auteurs comme, (Bellinger et al., 1991) proposent I’accumulation

de la proline comme technique de sélection.
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8. Epuration de I’eau
8.1. Traitement primaire

Il permet d’éliminer de 1’eau les matiéres en suspension (déchets grossiers, sables...)
et les huiles (Louis, 2009).

8.2. Traitement secondaire

Le traitement secondaire élimine les matiéres en solution dans 1’ecau (matiéres
organiques, substances minérales...) (Louis, 2009).

8.3. Traitement biologique

Les eaux arrivent dans un bassin ou sont développées des cultures de micro-
organismes.

Les impuretés sont alors digérées par ces étres vivants microscopiques et transformées
en boues. On reproduit ici I’autoépuration naturelle que 1’on peut observer dans les rivieres :
sous I’action d’un brassage mécanique ou d’un apport d’air, les micro-organismes se
reproduisent trés rapidement ; ils se nourrissent de la pollution organique et du dioxygéne de
I”air pour produire du gaz carbonique et de 1’eau.

A la suite de ce traitement la décantation secondaire permet de recueillir, sous forme

de boues, les matieres polluantes agglomérées par les micro-organismes.
Le traitement biologique est le procédé la plus utilisé pour restaurer la qualité de I’eau en la
débarrassant de ses principales impuretés. Il est indispensable, mais insuffisant : en dessous de
5°C, Pactivité bactérienne est stoppée. Les bactéries éliminent difficilement les phosphates,
les éléments toxiques et les polluants non biodégradables (Louis, 2009).

9. Différentes méthodes de traitement des eaux usées

9.1. Filtres plantés a écoulement vertical

Les principaux mécanismes d’épuration s’appuient sur la combinaison de plusieurs
processus en conditions aérobies, qui se déroulent successivement sur deux étages de
traitement.

Les filtres a écoulement vertical sont alimentés en surface, 1’effluent percole
verticalement a travers le substrat. La rétention physique des matiéres en suspension
s’effectue en surface des filtres.

Ce type de dispositif permet un stockage et une minéralisation des boues sur le
premier filtre de traitement par stabilisation des boues. La dégradation biologique des
matieres dissoutes est realisee par la biomasse bactérienne aérobie fixée sur le support non

saturé.
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Pour des questions de capacité d’oxygénation, les filtres du premier étage contribuent
essentiellement a la dégradation de la fraction carbonée alors que ceux du deuxieme étage
terminent la dégradation de cette fraction et peuvent permettre une nitrification qui sera en
fonction des conditions d’oxygénation, de la température et du pH (Poulet et al., 2004).

9.2. Filtres plantés a écoulement horizontal

Les filtres horizontaux ne sont pas alimentés par la surface, comme les filtres
verticaux. Les eaux usées décantées entrent, via un gabion d’alimentation, directement dans le
massif filtrant. Il est donc nécessaire de débarrasser I’effluent, au préalable, des matic¢res en
suspension, soit par 1’intermédiaire d’un décanteur placé en amont, soit par un premier étage
de filtration verticale. Les matiéres dissoutes sont dégradées dans le massif de filtration par la
biomasse bactérienne fixée sur le support.

Le niveau d’eau dans un filtre horizontal est normalement constant. L’aération est
limitée par I’absence d’un mouvement de la ligne de saturation et se fait de maniére trés faible
par une diffusion gazeuse. L’apport d’oxygene est faible par rapport a la demande totale. La
pénurie en oxygene, limite la dégradation de la pollution carbonée et azotée, oxydation du
carbone organique et de I’ammonium, et par conséquence limite la croissance bactérienne
hétérotrophe et autotrophe (Poulet et al., 2004).

9.3. Systémes hybrides

Son intérét réside dans la combinaison des deux sortes de filtres : bonne nitrification
dans les filtres verticaux bien oxygénés (dégradation de la matiére organique) suivie d’une
dénitrification dans les filtres horizontaux par des bactéries dénitrifiantes (conditions d’anoxie
nécessaires Les rendements de la dénitrification ne sont pas tres élevés car les bactéries ont

besoin de matiére organique pour se développer et dénitrifier correctement (Grison, 1999).
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1. Définition du stress oxydatif
Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est un type d’agression des constituants de la
cellule d aux especes réactives oxygénées et aux especes réactives azotées oxydantes qui

vont s’attaquer aux membranes cellulaires, aux protéines et a I’ADN.

Un stress oxydant peut-étre induit lors de la surproduction d’espéces réactives et/ou
par suite de D’inhibition des systémes antioxydants qui peuvent étre inactivés, soit
directement, soit par défaut de syntheése. Il correspond a un déséquilibre entre molécules pro-
oxydant (especes réactives oxygénées) et molécules de défenses anti-oxydantes (vitamines,

enzymes) au niveau cellulaire (Peltier et al., 2004).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d'ERO Manque d'ERO

e r————

Antioxydants

> —

-
APX/GR / Slutathion
Radical hydrox yle Catalase é Ascorbate
pr— - 4
Anion superoxyde POX / PRX- Caroténoides
SOD

IPeroxyde d'hydrogoene

Oxygene singulet

Figure 02. Schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants. (Pourrut, 2008).

2. Origine du stress oxydant

Les causes essentielles de stress oxydant sont :
4+ D'origine nutritionnelle dans les cas de carences en vitamines et oligo-éléments,
+ D'origine accidentelle (inflammation, exposition a des xénobiotiques pro-oxydants,
etc).

+ D'origine génétique.
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+ Le plus souvent, l'association de ces différents facteurs aboutira a la formation des
ERO qui mineront aux mécanismes pathogénes (Bartosz. 2003., Favier. 2003).
+ des fongicides induisent des effets toxiques non négligeables sur diverses plantes
aquatiques, telles que Lemna minor,
> Les fongicides de la famille des triazoles ont une action de compétition avec les
gibbérellines, phytohormones impliquées notamment dans les processus d’élongation

des tiges (Child et al., 2003).

3. Causes du stress oxydant

Un certain nombre de parametres de 1’environnement peuvent étre a 1’origine du
stress oxydant chez les végétaux et plus particulierement chez les micro-algues :
- Les polluants : 1’ozone (O3), les oxydes d’azote (NOx) et le dioxyde sulfurique
(SO2) participent activement a la formation des radicaux libres (Arora et al., 2002).
- Un grand nombre d’herbicides (comme le chlorure de paraquat, 1'é¢ther de diphényle, ...)
peuvent génerer des ERO (Arora et al., 2002., Salguero et al., 2003).
- Accumulation de métaux phytotoxiques introduits par les pratiques industrielles ou
agricoles. Les effets du Cu, du Zn et du Cd sont largement étudiés chez les microalgues
(Stauber et Florence, 1990).
- Les facteurs environnementaux peuvent étre une source du stress oxydant comme la
température (Abrahamsson et al., 2003), la salinité (Jahnke et White, 2003), les ultraviolets
(Estevez et al., 2001) et le manque des nutriments dans le milieu (Salguero et al., 2003).
4. Espéces Réactives de I’Oxygéne
4.1. Radicaux libres (ERO)

Les ERO sont souvent associées aux radicaux libres contenant un ou plusieurs
électrons non appariés (Halliwell, 2006). Un électron non apparié est un electron qui occupe
seul, un orbital atomique ou moléculaire. L’exemple le plus simple de radical libre est
I’hydrogene. Ainsi, si les radicaux libres ne sont pas forcément associés a des espéces
dérivant de 1’oxygene, la notion de réactivité n’est pas forcément relative aux radicaux.
(Pourrut, 2008).

4.1.1. ERO primaires

Différents types d’ERO, plus réactifs que 1’02, peuvent étre formés dans les

organismes vivants. Certaines, directement dérivées de la molécule de dioxygene, sont

appelées ERO primaires. Dans un premier temps, un apport énergétique réorganise les
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électrons de la molécule de dioxygéne pour former une des deux formes du dioxygeéne
singulet (Foote et al., 1985).

Cependant, 1’état singulet 1Xg+O, est trés instable et se transforme rapidement en
1 gO, (Figure 03). Cette derniere forme singulet qui peut se retrouver dans les tissus

biologiques, est plus communément écrite sous la forme 10,.

Oxygéne singulet
(e To IS M 1 A
'5g' 0, ——12g0,

e e = e

0, =—— 0, =—— H,0, —— OH —— H,0

1-0:0-1 TG0 H:Q:Q:H -O:H H:O:H
Dioxygéne ARICH Peroxyde Radical et

superoxyde  d'hydrogéne hydroxyle

Figure 03 : Schématisation de la transformation énergétique ou chimique (réductions
successives) de la molécule de dioxygene dans un systéeme biologique (Foyer and Noctor,
2005b).

4.1.2. ERO secondaires

v Les ERO secondaires correspondent aux ERO formées par réactions entre les ERO
primaires et les composés biochimiques de la cellule. Le Tableau 1 présente quelques ERO
secondaires. Contrairement aux ERO primaires, produites de facon réguliére et en quantité
importante par les cellules végétales.

v' Les ERO secondaires sont seulement formées dans des conditions particulieres. Mis a
part certains peroxydes organiques, tres peu d’études se sont intéressées a ces ERO, et leur
importance biologique est discutable.

v" Les Espéces Réactives de I’Azote (ERA) sont également présentées dans ce Tableau
1. Ces especes particulieres, possédant a la fois des capacités oxydantes et nitrifiantes,

devraient plutdt étre dénommées Especes Réactives de 1’Oxygene et de 1’ Azote.
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Tableau 01 : Présentation de quelques espéces reactives de I’oxygéne (ERO) et de

I’azote (ERA) radicalaire ou non. (Adapté d’apreés Halliwell, 2006).

Espéces radicalaires

Espéces non radicalaires

ERO:
Carbonate, CO3,
Peroxyle, RO,
Alkoxyl, RO

Radical dioxyde de carbone, CO,"

ERO:

Acide hypobromeux, hobr
Acide hypochloreux, hocl
Peroxydes organiques, ROOH
Peroxynitrite, ONOO"
Peroxynitrate, O,NOO"
Acideperoxynitreux, ONOOH

Peroxomonocarbonate, HCOOCO,

ERA:

ERA:

Oxyde nitrique NO’
Dioxyde nitrique NO',

Radical nitrate, NO's

Acide nitrique, HNO;
Cation et anion nitrosyle, NO" et NO,

tétraoxyde et trioxyde d’azote, N,O, et N,O3
Peroxynitrite ONOO
Peroxynitrate O,NOO"
Acideperoxynitreux, ONOOH,
Cation nitronium, NO™
Chlorure de nitrile, NO,CI.

4.2. Production des espéces réactives de ’oxygéne dans la cellule végétale

Chez les plantes, il existe de nombreuses sources cellulaires d’ERO, localisées a divers

endroits de la cellule. Les trois sources principales sont les chaines de transport d’électrons

(CTE) des chloroplastes et mitochondries, certaines enzymes comme les peroxydases et

oxydases et enfin, les molécules photosensibilisatrices comme la chlorophylle (Dat et al.,

2000. Blokhina et al., 2003).

14




Chapitre 02. Stress oxydatif chez les plantes aquatique

Figure 04 : Principaux sites de production des ROS dans la cellule végétale (Parent et
al., 2008).
4.2.1. Chloroplastes et ’appareil photosynthétique
Les cellules chlorophylliennes, du fait de leur production d’O2 au cours du processus
photosynthétique, sont particulierement exposées a la génération d’ERO.
Le chloroplaste est souvent considéré comme étant la principale source d’ERO chez

les organismes photosynthétiques (Foyer and Noctor, 2003., Edreva, 2005., Asada, 2006).

Le processus photosynthétique est a 1’origine de la formation directe d’102 et d’O; :

et indirecte d’H,0, (par dismutation de 1’0, ) et d”OH: Il y a encore peu de temps, le

photosysteme | (PSI) était considéré comme la source principale des ERO chloroplastiques.
Dans des conditions physiologiques normales, le flux d’¢lectrons du PSI est dirigé vers le
NADP qui est réduit en NADPH par la ferrédoxine NADP réductase (FNR).

Lors d’un stress (par exemple, une luminosité trop importante), la chaine d’électron
peut se saturer. Une partie du flux d’électrons peut étre alors dérivée par la ferrédoxine vers
I’oxygeéne (Figure 04). Cette réaction est connue sous le nom de réaction de Mehler. En plus

de la ferrédoxine, d’autres accepteurs.

15



Chapitre 02. Stress oxydatif chez les plantes aquatique

4.2.2. Peroxysomes

En raison de leurs caractéristiques, des peroxysomes longtemps été considérer comme
des organites spécialisés dans la détoxication du peroxydes d’hydrogéne. Les peroxysomes

sont en une taille réduite et une trés grande quantité de catalases (Zhang et al, 2007).

Comme les mitochondries et les chloroplastes, les peroxysomes représentent une
source importante des productions des ERO intra cellulaire ; ils produisent 'O, suit a des

métabolismes normaux (Hu. 2007).
4.2.3. Mitochondries et chaine respiratoire

Chez les animaux, les mitochondries constituent la source principale de ROS. Chez les
plantes, la production de ROS par les mitochondries a été historiquement minimisée par
rapport a celle des chloroplastes. Cependant, avec [1’identification de [I’alternative

oxydase(AOX),

La mitochondrie pourrait devenir un facteur important dans la régulation du stress

oxydatif chez les plantes (Parent et al, 2008).

Espace intermembranaire

Matrice

Figure 05 : Représentation de la chaine respiratoire d’une mitochondrie (Parent et

al., 2008).
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5. Mécanisme de défense contre les stress oxydatif ** Antioxydant

5.1. Principaux systemes non enzymatiques
5.1.1. Proline

La capacité d’accumuler la proline est corrélée avec la tolérance des plantes au stress
abiotique (Barnett et Naylor, 1966 ; Singh et al., 1972 Stewart et lee, 1974). La proline
peut agir comme un osmolyte, un capteur d’ERO et un chaperon moléculaire stabilisateur de
la structure des protéines, protégeant ainsi les cellules contre les dommages causés par le
stress (Hare er Cress, 1997., Rhodes et al., 1986 ., Verbruggen et Hermans, 2008 .,
Szabados et Savoure, 2010). Le niveau de la proline est déterminé par 1’équilibre entre sa

biosynthese et son catabolisme (Szabados et Savouré, 2010).

. 9
* )
OH 9 QO # o ')0 /
N g Q » v

0
H,C” 0

Figure 06 : Formules chimiques de la proline.

5.1. 2. Glutathion

Le glutathion (GSH sous sa forme réduite) est un tri-peptide formé par la condensation
d’acide glutamique, de cystéine et de glycine : -glutamyl-cystéinylglycine. Sa synthése fait
intervenir la glytamylcystéine synthétase et la glutathione synthétase. Il est particulierement
important car c’est le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes (Helliwell and gutteridge,

1999). Il peut également régénérer la vitamine E (Reddy et al., 1982) et réagir avec les
radicaux HO' Et O, ' Directement et ainsi casser la chaine d’oxydation (Hermes- Lima,

2005).
Il se présente alors sous la forme d’un radical GS. Et se lie & une autre molécule de
glutathion radicalaire pour former le glutathion oxydé sous forme disulfide GSSG. Le ratio

GSH/GGSG est souvent utilis¢é comme marqueur du niveau d'oxydation d’une cellule. La
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maintenance d’un niveau élevé de glutathion est donc essentielle pour prévenir d’éventuels
dégats oxydatifs (May et al., 1998; Noctor et al., 1998).

5.2. Principaux systemes enzymatiques
5.2.1. Superoxyde dismutase

Le superoxyde dismutase ou SOD (McCord and Fridovich, 1969) est une métallo
protéine. Elle existe sous plusieurs formes qui different par le métal contenu dans leur site

actif et leur localisation cellulaire.

La SOD accélére la dismutation du radical 02" en H,0, permettant ainsi a

I’organisme un contrdle du taux d’0O2  Intracellulaire. 1l existe deux SOD cuivre/zinc

(Cu/zn SOD), les deux sont des dimeres, 1’une est une enzyme cytosolique et 1’autre
est une enzyme extracellulaire. Ces deux formes sont retrouvées aussi bien chez les
eucaryotes que chez les bactéries.

L’ion cuivre est essentiel dans la réaction de dismutation tandis que 1’ion zinc est
nécessaire au maintien de la structure protéique (Hermes-Lima, 2005 ). Les SOD sont

en général les premiéres défenses enzymatiques contre les ROS (Figure 2).

Fe(lll) + OH +"OH == Oxidative Damage

‘ Detoxification of
) many substances
Fe(ll) | (Fenton Reaction)
CAT
K——» H;O + O2
H0;
NADPH
ROS # p— =
Generation SOD GR (G6PDH
+
NADP

03
= &
02+ NO +
H,0,
l Fe(ll)l(Haber—Weiss reaction)
ONOO”~

O,+ OH +*0H ————= Oxidative Damage

Figure Q7 : Les principales enzymes antioxydantes (Hermes-Lima, 2005).
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5.2.2. Catalases

Les catalases sont des enzymes majoritairement paroxysmales catalysant la
dismutation du peroxyde d’hydrogene (Arora et al., 2002). Elles sont formées de quatre
chaines polypeptidiques d’environ 500 acides aminés, comportant chacune un groupe
géminique comprenant un atome de fer. Pour catalyser la réaction, I’atome de fer réalise une
coupure hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde d’hydrogeéne, créant de ce fait

Le rble principal de la CAT est de détoxiquer le peroxyde d’hydrogéne produit a
proximité par la CTE chloroplastique, et surtout par les processus peroxysomaux de -
oxydation et de photo-respiration (Smirnoff, 1998)
6. Principaux stress environnementaux auxquels végétaux les sont confrontées

De nombreuses situations de stress biotique ou abiotique peuvent étre a 1’ origine de
I’introduction ou de la production des ERO dans la cellule végétale :
6.1. Stress biotique

De nombreux agents pathogenes pénétrent dans la plante, par voie mécanique en
forcant la résistance physique des barriéres histologique, soit par I’excrétion d’enzymes
dégradant la cuticule. Le végétale attaqué peut alors répondre par des réactions qui limitent la
pénétration du parasite, par exemple lignification des parois, ou en sécrétant diverses
substances chimiques ; soit toxiques pour le parasite (polyphénol,...etc). (Laval-Martin et
Mazliak, 1995).
6.2. Stress abiotique

Plusieurs stress abiotiques peuvent a 1’ origine du stress oxydatif, parmi ces stress, le

stress aux UV, le stress thermique, le stress par déficit hydrique, le stress aux métaux
lourds,...etc (Laval-Martin et Mazliak, 1995).
7. Consequences du stress oxydatif
7.1. Alterations de la structure des protéines

Les protéines sont particuliérement sensibles a 1’action des ERO. Plusieurs
mécanismes directs ou indirects de modifications sont connus (Stadtman and Levine, 2000.,
Favier, 2003).

Les protéines les plus touchées sont celles comportant un groupement sulphydryle (-
SH), comme c’est le cas pour de nombreuses enzymes et proteines de transport (Stadtman
and Levine, 2000). Le peroxyde d’hydrogéne, mais surtout le radical hydroxyle sont capables

d’oxyder ces groupements, conduisant a 1’inactivation de certaines enzymes. En particulier, la
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présence de radicaux hydroxyles est a I’origine de dégradations irréversibles des protéines,
par la formation de groupements carbonyles sur la chaine latérale de certains acides aminés.
Ainsi, I’histidine, I’arginine, la lysine ou encore la proline sont des cibles privilégiées de ce
processus d’altération oxydative (Stadtman and Levine, 2000 ; Wong et al., 2008).

Les protéines oxydées perdent leurs propriétés biologiques, et sont beaucoup plus

sensibles a I’action des protéases (Stadtman and Levine, 2000).

7.2. Altération de la structure des lipides
Les lipides, et principalement les acides gras polyinsaturés (AGPI) membranaires, sont
la cible privilégiée des ERO.

La peroxydation lipidique induite par les ERO a une importance physiologique considérable,
car une fois initiée, elle perd un certain temps aprés la fin de la flambée oxydative (Cillard
and Cillard, 2006).

Ce phénomene est la conséquence de la capacité des AGPI oxydés a s’auto-oxyder.
La peroxydation lipidique des AGPI se subdivise en trois phases :
V' initiation
v propagation
v’ terminaison (Spiteller, 1998).
La peroxydation lipidique, si elle est importante, perturbe la fluidité membranaire,
rend la membrane plus perméable, modifiant ainsi les homéostasies chimiques et redox
cellulaires. (Chehab et al., 2007).

7.3. Altérations de la structure des acides nucléiques

Les altérations oxydatives causées par les ERO sont considérées comme la source
majeure de dommages spontanés sur I’ADN.
Les attaques au niveau des bases sont trés variées. Par exemple, le radical hydroxyle

attaque la double liaison des thymines en C5 ou C6, et moins frequemment il arrache
I’hydrogeéne du groupement méthyle. Le radical 6-hydroxythymine forme interagit avec O2 g
pour donner la thymine glycol, base modifiée capable de bloquer la réplication (Croteau and

Bohr, 1997).

Des dommages indirects sur I’ADN résultent également du stress oxydatif. C’est le cas
de certains aldéhydes comme le MDA ou le 4HNE qui forment des adduits prémutagéniques
de type MDA-dG ou éthénodérives (Niedernhofer et al., 2003).
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I. Matériel biologique

Afin de la réalisation de notre travail au niveau du laboratoire nous avons utilisé le

matériel biologique suivant :

Une plante aquatique Lemna minor (la lentille d’eau).

L’eau d’oued mellague.
1. Lemna minor

Est une angiosperme aquatique, de 1‘ordre des Arales et de la famille des Lemnacées.
Les lentilles d'eau sont des plantes aquatiques flottantes de petite taille qui se présentent sous
forme de colonies de frondes trés vertes de 2 8 6 mm de diamétre. Les colonies sont formées
de 2, 3 ou 4 frondes réunies par des pédicelles, chaque fronde porte une fine racine pouvant

atteindre 3 cm.

Ce veégétal colonise trés facilement la surface des eaux douces et calmes au niveau des
étangs, des chenaux, des mares ... Il est trés commun sous les latitudes tempérées. Il se
multiplie trés rapidement et de maniere vegétative, les frondes meres donnant naissance a des
frondes filles qui arrivées a maturité se détachent des frondes meéres pour donner de nouvelles
colonies. Cet organisme est souvent utilisé pour les études éco-toxicologiques et dans des
tests normalisés (AFNOR, 1996., 1SO, 2001).

Figure 08 : Plante aquatique Lemna minor (Dosnon-Olette, 2009).
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1.1. Systématiques de la plante
Regne plantae : Plantes
Sous-regne : Tracheobionta
Division magnoliophyta : angiospermes, phanerogames
Classe liliopsida : Monocotyledones
Sous-classe : Alismatidae
Ordre : Alismatales
Famille : Araceae
Genre : Lemna
Espéce : Minor
1.2. Description de I’espece
La lentille d’eau forme de grands tapis a la surface des eaux stagnantes. Ses frondes
sont trés fines et parfois teintées de rouge. Elle est utile pour couvrir la surface des points
d’eau en été qu’elle protége ainsi de I’ensoleillement et donc du réchauffement (Aymenryc.,
Guillaume L, 2011).
1.3. Distribution et Biotope de I’espéce
Lemna minor est répandue sur toutes les eaux douces du globe, dormantes et
eutrophes (chargées en substances nutritives). Elle se développe principalement a la surface
des eaux calmes, lentes (un brassage de surface est une facon de lutter contre la prolifération
des lentilles).
Elle affectionne la lumiére, la chaleur et les eaux chargées en nutriments. Elle est
présente jusqu’a 1800 m d’altitude (Geoff Burnie et al., 2003).

1.4. Culture de Lemna minor

Elles apprécient la lumiére et peuvent devenir envahissantes en formant un épais tapis
vert sur toute la surface d’un plan d’eau. Ce sont de bons sujets pour aquarium, qui tolérent
I’eau, froide ou chaude. Multiplier en disséminant de petites colonies dans des eaux
dormantes riches en nitrates et calcaires. Cette espéce forme souvent de grandes colonies a la
surface de 1’eau stagnante. Rarement cultivée, elle est pourtant fort utile pour couvrir la
surface d’une mare exposée au soleil et limiter ainsi 1’échauffement de I’eau. Fines comme du

papier, ses frondes brillantes sont parfois teintées de rouge (Geoff Burnie et al., 2003).
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1.5. Impact de lemna minor

Les tapis denses de lentilles d’eau minuscule (comme sur la photo ci-contre, en haut)
peuvent provoquer des conditions d’anoxie en empéchant les échanges gazeux avec le milieu
aquatique et la pénétration de la lumiere. Ces impacts restent limités en France, car les
colonisations concernent géenéeralement des plans d’eau de faible dimension ou des réseaux de

fosses lors des périodes de stagnation des eaux (Guillaune F, 2012).
1.6. Capacités dépolluantes particuliéres

I1 a été mis en évidence que la lentille d’eau est capable de dégrader le phénol présent
dans le milieu. D’autre part, elle s’avere une excellente plante accumulatrice du mercure. En
1991, une étude a estimé que la lentille d’cau est capable d’absorber (par m? /an) 700g de
phosphore, 5450g d’azote, 940g de chlorure, et jusqu’a 2300g d’aluminium ! Une étude
menée sur I’atrazine a donné des résultats peu concluants (Aymenryc., Guillaume L, 2011).
1.7. Croissance

La multiplication végétative importante des Lemnacées leur confére une productivité

élevée, avec un taux de croissance souvent exponentiel. Cette capacité de production a été
exploitée depuis un certain nombre d’années par des mises en culture expérimentales.
Le temps de doublement de la population de Lemna minor et L. trisulca varie entre 3 et 15
en conditions tres favorables (Blake & Dubois, 1982). En présence de niveaux de
température, de lumiere et de nutriments corrects, le thalle de Lemna minor vit de 5 a 6
semaines, et chaque thalle donne un nombre limité de thalles filles, qui varie selon les
différents clones de I’espéce (Sculthorpe, 1967).

2. Préléevement de I’eau

Des échantillons d’eau ont été prélevés d’Oued Mellague qui coule sur une longueur
environ de 153 km depuis sa source a djebel Tadinart au Sud-ouest jusqu’a la frontiére algéro-
tunisienne au Nord-est, il couvre une superficie de 4307 km 2.

Cet oued est situé dans la zone des hautes plaines. Les eaux distillées sont directement

prélevées de distillateur.
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Figure 09. Station d’échantillonnage d’Oued Mellague.

I1. Condition de ’expérimentation

L’expérience a été réalisée en laboratoire de toxicologie dans des conditions in vitro.
Nous avons utilisé dans cette étude une plante aquatique : les lentilles d’eau (Lemna minor)
qui ont été récolté de la région d’el taref, et ils ont été placé dans un autre milieu préparé pour
la mise en évidence de trois lots afin de réaliser les dosages biochimiques.

Ces milieux ont été répartir selon le tableau suivant :

Tableau 02 : Réparation des milieux expérimentaux.

T El E2

Eau distillée+ solution de 2L d’cau d’oued Mellegue+ | 1L d’eau d’oued Mellegue+
knop (1L /3) solution de Knop (1L/3) 1L d’eau distillée + solution
de Knop (1L/3)

Nous avons effectué cing répétitions par parametres étudiés. Qui ont été mesuré selon
trois dates :
v La premiére date : Aprées 21 j de traitement.
v Ladeuxieme date : Apres 26 j de traitement.
v Latroisieme date : Apres 31 de traitement.
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Figure 10. Répartition des plantes (Lemna minor) dans les trois aquariums.

Concernant les parametres de croissance, nous avons fait 3 lots de boites de pétris
stériles, chaque lot contient 10 boites de pétris, pour chaque lot nous avons placé 5 lentilles
d’eaux des aquariums précédents pour pouvoir suivre leur développement.

1. La solution de knop (liquide de knop)

A été inventée par le chimiste allemand wilhelm Knop (1817-1891). Il contient les 04
éléments dont les symboles chimiques mis a la suite forment le nom de celui-ci : k

(potassium), N (azote), O (oxygéne), P (phosphore).

Le liquide de Knop est utilisé en biologie dans le cadre d'expériences sur la croissance
de vegétaux en laboratoire et, plus particuliérement, la culture des plantes a chlorophylle. Le
liquide de knop est un engrais mis au point pour obtenir une croissance optimale des plantes

de lemna minor en laboratoire.

Il est composé de divers sels minéraux dissous dans 1’eau : nitrate de calcium
(CaNO3), nitrate de potassium (KNO3), sulfate de magnésium (MgSO4), phosphate mono
potassique (KH2PO4), sulfate ferrique (FeSO4). (Bruchhauser, 2010).

Pour préparer 1L de solution de Kop, on ajoute les ingrédients suivants a 1 L d’eau
distillée :
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Tableau 03 : Compositions chimiques de solution de Knop, utilisé pour la culture de

Lemna minor.
Composition chimique Concentration g /L
Nitrate de calcium (CaNO3) 1
Nitrate de potassium (KNO3) 0.25
Sulfate de magnésium (MgSO4) 0.25
Phosphate monopotassique ou dihydro-géno-phosphate (KH2PO4) 0.25
Sulfate ferrique (FeSO4) 0.05

2. Méthode de dosage

2.1. Parametres biochimiques
2.1.1. Dosage des protéines totales

La méthode utilisée pour le dosage des protéines totales est celle de Bradford

(Bradford, 1976) qui utilise la BSA (Sérum Albumine Bovine) comme standard.

La méthode de Bradford est une méthode d'analyse spectroscopique utilisée pour

mesurer la concentration des protéines en solution.

2.1.1.1. Principe

La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique, basé sur le changement
d'absorbance (la mesure se fait a 595 nm), se manifestant par le changement de la couleur du
bleu de Coomassie apres liaison (complexification) avec les acides aminés basiques (arginine,
histidine, lysine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans la ou les
protéines (Bradford, 1976)

Le calcul des concentrations se fait par I’équation déduite de la gamme d’étalonnage

réalisé a partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf.

Le dosage des protéines est effectué avec une fraction aliquote de 100 pl. Les densités

optiques sont mesurées grace a un spectrophotomeétre (Jenway-6300).
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La quantité des protéines a été déterminée a partir de la formule :
Y=b+aX

Y : densité optique (DO)

X : quantité de protéines en (pug/ mg MF).

(a + b voire les annexes)

2.1.2. Extraction et dosage de la chlorophylle

L’extraction des chlorophylles a été effectué selon la méthode de Holden (1975), qui
consiste en une macération du végétal dans de 1’acétone.
Le traitement des échantillons se fait comme suit :
01- On pése 100 mg des feuilles et racines (pédicelle) du végétal sont broyées dans un
mortier avec 2,5 ml d’acétone a 80% (CH3COCHS3)
02- pincée environ 100 mg de bicarbonate de calcium (CaCOs).
03- Aprés le broyage total, la solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires
pour d’éviter 1’oxydation des chlorophylles par la lumiere.
04- La lecture se fait aux deux longueurs d’onde 645nm et 663nm, aprés étalonnage de
I’appareil avec la solution témoin (blanc) d’acétone a 80%.
+ L’équation qui nous permet de calculer les valeurs des chlorophylles (Arnon, 1949) est :
Chl.a=12, 70. DO (663) — 2, 69. DO (645)
Chl.b =22, 90. DO (645) — 4, 60. DO (663)
Chl. (a+b) =8, 02 DO (663) + 20, 20 DO (645)

2.1.3. Dosage de la proline
La proline

La capacité d’accumuler la proline est corrélée avec la tolérance des plantes au stress
abiotique (Barnett et Naylor, 1966 ; Singh et al., 1972 ; Stewart et Lee, 1974).

La proline peut agir comme un osmolyte, un capteur d’ERO et un chaperon
moléculaire stabilisateur de la structure des proteines, protégeant ainsi les cellules contre les
dommages causée par le stress (Hare et Cress, 1997 ; Rhodes et al., 1986 ; Verbruggen et
Hermans, 2008 ; Szabados et Savoure, 2010).
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Le niveau de la proline est déterminé par 1’équilibre entre sa biosynthése et son
catabolisme (Szabados et Savouré, 2010).

La technique de dosage de la proline utilisée est celle de Troll et Lindesley (1955)
modifiée par Dreider et Goring (1974) Elle est réalisée comme suit nous prélevons 100 mg de
matiere végétale fraiche on introduit cet échantillon dans de tubes a essais dans quels sont
ajoutés 2 ml méthanol a 40 %, sont maintenir dans un bain marie a 80 ° C pendant 01 h (les
tubes sont recouvert de papiers aluminium afin d’éviter la volatilisation de 1’alcool, Apres
refroidissement ou préleve 01 ml de la solution, a laquelle on ajoute 01 ml d’acide acétique
(CH3 COOH) et 01 ml de mélange contenant (120 ml eau distillée (ED) + 300 ml d’acide
acetique + 80 ml acide ortho-phosphorique et 25 mg de ninhydrine.

Les solutions sont portées a Ebullition pendant 30 min, elles vivent au rouge apres
refroidissement, on ajoute 05 ml de toluéne et on procede a une agitation. Deux phases se
séparent :

- Une phase inférieure sans proline

- Une phase supérieure qui contient la proline.

Cette phase est ensuite récupérée et déshydratée par I’adjonction de Na, SOy,

On procede enfin a la détermination des densités optiques échantillons a la langueur
d’onde 528 nm, apres étalonnage de I’appareil par la mélange (Acide acétique + eau distillée
+ Acide ortho-phosphorique + ninhydrine) (Manel Derradji, 2015).

2.2. Parametres morpho métriques :
2.2.1. Nombre moyen des racines :

Le nombre moyen de racines a été déterminé, pour chaque lentille existante dans les boites
de pétris, pour chaque lot et condition de traitement, et cela par le dénombrement du nombre
de racines. Ces derniéres ont été suivi selon les trois dates fixées pour les différents dosages
précédents (21 j, 26 j, 31 ).

2.2.2. Nombre moyen des feuilles :

Le nombre moyen de feuilles a été établi, pour chaque lentille existante dans les boites de

pétris, pour chaque lot et condition de traitement, et cela par le dénombrement du nombre de

feuilles. Ces dernieres ont été suivi selon les trois dates fixées pour les différents dosages
précédents (21 j, 26 j, 31 ).

29



Chapitre 03. Matériels et Méthodes

2.2.3. Longueurs moyennes des racines :

La longueur moyenne des racines a eté déterming, pour chaque lentille existante dans les
boites de pétris, pour chaque lot et condition de traitement, et cela par la mesure de la
longueur de chaque racine en utilisant une réglé. Ces derniéres ont été suivi selon trois dates
fixées pour les différents dosages précédents (21 j, 26 j, 31 j).

2.3. Dosage des parametres physicochimiques des eaux usees :

Nous avons effectué les dosages des parameétres physicochimiques des eaux usées
avant et apres épuration dans deux laboratoires :
- Le laboratoire de 1’ Algérienne des eaux.

- Le laboratoire de FERPHOS ; selon les méthodes suivantes

Tableau 04. Méthodes des paramétres physicochimiques des eaux usées.

Les parameétres Les méthodes

-Photométric méthod. Les méthodes

MES d’analyses HACH, 2001.
-méthode par électrode combinée ph, 2001.
PH -Sulfa Ver 24 Méthode, 2001.
SO, -1.10 Phenanthroline Méthode, 2001.
Fer -Méthode avec testeur Pocket Pal, 2001.
CuU -M.V .cette est homologée par AFNOR,
TAC 1977.
-Méthode métamérique a ’EDTA, ISO 6058,
Ca+ 1984.
-Méthode tétramérique a ’EDTA, ISO 6058,
Magnésium 1984.
Dosage le Fer -Méthode Spectro métrique a la

phénanthroline-1, 10.
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Chapitre 04. Résultats et Discussion

I. Analyse statistique

+ Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse statistique grace au logiciel Minitab 13.
+ Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins 1’écart type (m % SD).

+ Les résultats ont été comparés par le test T de Student « o.= 0,05 ».

1. Résultats
Dans cette partie nous représentons les principaux résultats obtenus concernant les
expériences realisés au laboratoire :
Les paramétres de croissances mesurés sont :
v" Nombre des racines
v" Nombre des feuilles
v" Longueur des racines
Les paramétres biochimiques :
v’ Les protéines
v La chlorophylle a, b et a+b
v’ Laproline
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2. Parametre biochimiques
2.1. Protéines totales :

La figure 11, illustre les effets des eaux usées sur la teneur en protéine totale chez la
lentille d’eau Lemna minor.

On observe apres 21 et 26 jours de traitement, une augmentation significative entre (T
et E1), (T et E2). Et différence non significative entre (E1 et E2).

Apres 31 jours de traitement, on observe une augmentation trés hautement
significative entre (T et E1) dont le (P < 0,001), et entre (T et E2) et (EL1 et E2) différence
hautement significatif (P <0,01).

Cette augmentation est bien illustrée surtout apres 31 jours de traitement. En effet le
taux de protéine est de 1’ordre de 213,369 mg/g de MF chez E1, 129,1019mg/g de MF chez E2
et de 65,7376mg/g de MF chez les témoins.
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Figure 11 : Effets des eaux usées sur la teneur en protéine totale en (ug /mg de MF) chez la
lentille d’eau Lemna minor (T : Témoin) et (E1 : ecau d’oued mellague) et (E2 : 4 eau d’oued
mellague et %2 ED) en fonction du temps (J).
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Tableau 05 : Moyennes des taux de protéines totales en (ug /mg de MF) chez les feuilles de

lemna minor placées dans des eaux usées (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : Y2
eau d’oued mellague et ¥2 ED) en fonction du temps (J).

Moyenne Ecartype | Moyenne Ecartype Moyenne Ecartype
m Tm Tr (E1) Tr (E1) Tr (E2) Tr(E2)
21 54,9302533 | 0,42437868 | 110,4566 5,3174 99,7866 2,23
26 26,7671 1,5679 67,7036 4,1027 62,1883 3,0701
31 65,7376 7,7316 213,369 5,3957 129,1019 3,2527
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2.2. Proline

La figure (12) montre les effets des eaux usées sur la teneur en proline totale en (ug
/mg) chez la lentille d’eau Lemna minor.

On observe aprés 21 jours de traitement, une augmentation significative (P < 0.05)
entre (T et E1), (T et E2), et différence non significative entre le (E1 et E2).

Aprés 26 jours de traitement, on observe une augmentation non significative entre (T

et les traités), et différence non significative entre E1 et E2.

Aprés 31 jours de traitement, on observe une augmentation significative entre (T et

E1), et différence hautement significative entre T et E2, et non significatif entre E1 et E2.

Cette augmentation est bien illustrée surtout aprés 31 jours de traitement. En effet le
taux de proline est de I’ordre de 56,5986 mg/g de MF chez E1 ; 28,5389mg/g de MF chez E2
et de 16,0852mg/g de MF chez les témoins.
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Figure 12. Effets des eaux usees sur la teneur en proline totale (ug /mg) chez la
lentille d’eau Lemna minor (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : 4 eau d’oued

mellague et ED) en fonction du temps (J).
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Tableau 06 : Moyennes des taux des protéines totales en (ug /mg de MF) chez les feuilles de

lemna minor placées dans des eaux usées (T : Témoin), (E1 : '5 eau d’oued mellague) et (E2 :

Y eau d’oued mellague et %2 ED) en fonction du temps (J).

Moyenne Ecartype | Moyenne Ecartype | Moyenne Ecartype
m Tm Tr (E1) Tr(El) Tr (E2) Tr(E2)
21 | 15,8921 0,5254 27,7765 0,7694 16,4356 4,5287
26 | 20,4524 1,3394 31,0579 4,359 21,4678 5,8695
31 | 16,0852 1,6167 56,5986 3,9603 28,5389 9,1474
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2.3. La chlorophylle a, b et a+b :
2.3.1. La chlorophylle a :

La figure (13) montre les variations des effets des eaux usées sur la teneur en
chlorophylle a en (mg /g) chez les feuilles de lemna minor,

On observe aprés 21 jours de traitement, une différence non significative entre (T et
EL), (T et E2) et (E1 et E2).

On observe aprées 26 jours de traitement, une différence significative entre (T et E1) et
non significatifs entre (T et E2) (E1 et E2).

On remarque apres 31 jours de traitement, une différence hautement significative entre
(T et E1) et significative entre (T et E2) et non significative entre (E1 et E2).

L’augmentation est bien illustrée surtout apres 21 jours de traitement (E2 plus
augmenté par rapport au témoin. En effet le taux de chlorophylle a est de 1’ordre de (5,3516
mg/g de MF chez E1, 11,5806 mg/g de MF chez E2 et de 4,33962267 mg/g de MF chez les

témoins.
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Figure 13 : Variations des effets des eaux usees sur la teneur en chlorophylle a en (mg /g)
chez les feuilles de lemna minor (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : %2 eau

d’oued mellague et 2 ED) en fonction du temps (J).
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Tableau 07 : Taux de chlorophylle a en (mg /g de MF) chez les feuilles de lemna minor

placées dans des eaux usees (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : eau d’oued

mellague %2 ED) en fonction du temps (J).

Moyenne Ecartype | Moyenne Ecartype | Moyenne Ecartype
m Tm Tr (E1) Tr(El) Tr (E2) Tr(E2)
21 4,33962267 0,673 5,3516 0,60122 11,5806 5,6554
26 | 1,56727267 | 1,2333 6,7539 2,1719 4,0978 2,4955
31 | 2,47587067 | 0,2142 6,6588 0,6607 9,6452 1,3584
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2.3.2. La chlorophylle b

La figure (14) montre les variations des effets des eaux usées sur la teneur en
chlorophylle b en (mg /g) chez les feuilles de lemna minor,

On observe apres 21jours de traitement, une différence non significative entre (T et
El), (E1 et E2), et différence significative entre (T et E2).

Et on remarque aprés 26jours de traitement, une différence hautement significative
entre (T et E1), et significatif entre (T et E2) et non significatif entre (E1 et E2).

L’augmentation est bien illustrée surtout aprés 21 jours de traitement (E2 plus
augmenté par rapport le (T et E1) mais apres 26, 31 on remarque (E1 > E2 > Tm). En effet le
taux de chlorophylle b est de I’ordre de 7,7236 mg/g de MF chez E1, 17,9711mg/g de MF chez
E2 et de 5,6098 mg/g de MF chez les témoins.
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Figure 14 : Variation des effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle b en (mg /g de
MF) chez les feuilles de lemna minor (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2: %2

eau d’oued mellague et 2 ED) en fonction du temps (J).
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Tableau 08 : Taux des chlorophylles b en (mg /g de MF) chez les feuilles de lemna minor

placées dans des eaux usees (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : %2 eau d’oued

mellague et ¥2 ED) en fonction du temps (J).

Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype

Tm ™m Tr(E1l) |Tr(EL Tr(E2) |Tr(E2
21J 5,6098 0,83590387 | 7,7236 1,65954119 | 17,9711 4,6194
26J 4,6996 0,73260896 | 10,1075 | 0,2641 5,6509 0,8364
31J 3,3904 0,78210236 | 7,3227 0,2769 6,7781 0,5304
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2.3.3. La chlorophylle a+b

La figure (15) montre les effets des eaux usées sur la teneur en chlorophylle a + b en

(mg /g) chez les feuilles de lemna minor.

On observe apres 21 jours de traitement, qu’il a une augmentation significative (P <
0.05) entre (T et E1), et différence non significative entre (T et E2) et (E1 et E2) dont E2 >
El.

On observe aprés 26 jours de traitement, qu’il a une différence significative (P < 0.05)
entre (T et E1), et différence non significative entre (T et E2) et (E1 et E2).

Et aprés 31 jour de traitement, il a une augmentation significative (P < 0.017) entre (T
et E1), et différence hautement significative entre (T et E2) et non significatifs entre (E1 et
E2) dont E1 > E2.

Cette augmentation est bien illustrée surtout apres 21 jours de traitement. En effet le
taux de chl a+b est de I’ordre de (13,1687mg/g de MF chez E1 ; 12,5796847mg/g de MF chez
E2 et de 3,7939 mg/g de MF chez les témoins.
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Figure 15 : Effets des eaux usees sur la teneur en chlorophylle a + b en (mg /g) chez les
feuilles de lemna minor (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : % eau d’oued

mellague et Y2 ED) en fonction du temps (J).
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Tableau 09 : Taux des chlorophylles a+b en (mg /g de MF) chez les feuilles de lemna minor

placées dans des eaux usees (T : Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : %2 eau d’oued

mellague et ¥2 ED) en fonction du temps (J).

Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype
Tm ™m Tr(El) |Tr(El) |Tr(E2) |Tr(E2
21 4,8763 2,5298 10,3487 1,2491 20,8002 10,1962
26 5,3719 0,6407 7,8951 0,7275 7,5831 4,4921
31 5,4606 1,1204 17,5796 | 2,4175 15,502 1,2703
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3. Paramétres morpho-métriques

3.1. Nombre des racines

La figure (16), montre les effets des eaux usées sur le nombre des racines (NR) de
lemna minor.

On remarque une augmentation significative entre T et E1 (P <0.05), et Tet E2 (P <
0.05) de (NR) aprés 21 jours de traitement, mais il existe des différences non significatives
entre E1 et E2.

Apres 21 jours de traitement, on remarque une augmentation de NR significative entre
TletE1, T1et E2 et non significative entre EL et E2 (E2 > E1 > T).

Apreés 26,31 jours de traitement, il y a une augmentation de NR est non significative
entre les témoins et les traités (E1 > E2 > T).

Cette augmentation est bien illustrée surtout aprés 21 jours de traitement. Les
moyennes de nombre des racines sont de 1’ordre de 2,485 chez les traités Elet 0,96200023

chez E2, et de 2,455 chez les témoins.
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Figure 16 : Les effets des eaux usées sur le nombre des racines (NR) de lemna minor. (T :
Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : %2 eau d’oued mellague et ¥2 ED) en fonction du
temps (J).
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Tableau 10 : Le nombre des racines de lemna minor placees dans des eaux usées (T :
Témoin), (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : %2 eau d’oued mellague et %2 ED) en fonction du
temps (J).
Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype
m Tm Tr(E1l) |Tr(EL Tr(E2) |Tr(E2
21 2,455 0,67332096 | 2,485 1,85987604 | 3,11 0,96200023
26 1,112 0,53383414 | 1,147 0,91801477 | 1,894 2,93527663
31 1,054 0,51016773 | 1,295 1,19569831 | 1,49 0,86692304
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3.2. Le nombre des feuilles

La figure (17), Indique les effets des eaux usées sur le nombre des feuilles (NF) de
lemna minor. On remargue une augmentation significative entre T et E1 (P < 0.05), et T et E2
(P < 0.05) de (NR) aprés 21 jours de traitement, mais il existe des différences non
significatives entre E1 et E2.

Apres 21, 26, et 31 jours de traitement, il y a une augmentation de NF significative
entre les témoins et les traités (P < 0,05) et est non significative entre les traités (P > 0,05)
dont E2 > E1.

Cette augmentation est bien illustrée surtout aprés 21 jours de traitement. Les
moyennes de nombre des feuilles sont de I’ordre de 2,44chez Traites Elet 2,58 chez E2, et de

1,88 chez les témoins.
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Figure 17 : Effets des eaux usées sur le nombre des feuilles (NF) de lemna minor. (E1 : eau
d’oued mellague) et (E2 : %2 eau d’oued mellague et %2 ED) en fonction du temps (J).
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Tableaull : Moyennes de nombre des feuilles de lemna minor placées dans des eaux usées,

(E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : %2 eau d’oued mellague et %2 ED) en fonction du temps

Q).

Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype

Tm Tm Tr (E1) Tr (E1) Tr (E2) Tr (E2)
21 1,88 0,48258563 | 2,44 0,35023801 | 2,58 0,81349725
26 1,67 0,18287822 | 2,261 0,47913 2,282 0,6156081
31 1,5 0,2538591 | 2,19 0,48177911 | 2,331 0,52307743
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3.3. Longueur des racines :

La figure (18), Indique les effets des eaux usées sur la longueur moyenne des racines
en (mm) de lemna minor.

On remarque une augmentation significative entre les témoins et les traités de (LR) (P
< 0,05) apres 21, 26, 31 jours de traitement, mais il existe des différences non significative
entre E1 et E2.

Cette augmentation est bien illustrée surtout apres 21 jours de traitement. Les
moyennes de nombre des feuilles sont de I’ordre de 2,485mm chez les traités Elet 3,11mm

chez E2, et de 2,44mm chez les témoins.
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Figure 18 : les effets des eaux usées sur la longueur moyenne des racines en (mm) de
Lemna minor (E1 : eau d’oued mellague) et (E2 : % eau d’oued mellague et 2 ED) en

fonction du temps (J).
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Tableaul2 : Moyennes de la longueur des racines de lemna minor placées dans des eaux

usées (E1 : eau d’oued mellague) et E2 : % eau d’oued mellague et Y4 eau distillée en fonction

du temps (J).
Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype | Moyenne | Ecartype
Tm Tm Tr (E1) Tr (E1) Tr (E2) Tr (E2)
21 2,455 0,67332096 | 2,485 1,85987604 | 3,11 0,96200023
26 1,112 0,53383414 | 1,147 0,91801477 | 1,894 2,93527663
31 1,054 0,51016773 | 1,295 1,19569831 | 1,49 0,86692304
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Tableau 13 : Résultats des analyses physico-chimiques des eaux usées avant et apres le

traitement dans ’algérienne des eaux

Témoin El E2 Avant
traitement
Salinité 1.2% 1,8% 1.6% 2,5%
Taux de 1159 mg/I 2328 mg/l 1743 mg/I 2986 mg /I
salinite
Turbidité 0.901 NTU 0.270 NTU 0.769 NTU 0.923 NTU
TAC 32 mg/l 53 mg/l 42 mg/l 69 mg /I
TH 4.8 mmol/l =480 | 8 mmol/l = 6.60 mmol/l = 9.20 mmol/I
mg/l 800 mg/I 660 mg/I
Ca’ 3.8 mmol = 4.8 mmol= | 4.2 mmol = 5.4 mmol/I
152.304 mg/I 192.38 mg/l | 168.33 mg/l
Mg* 1 mmol/l =24.312 | 3.2 mmol/l 2.4 mmol/l = 6.3 mmol/I
mg/l. =77.79 mg/l. | 57.376 mg/I.
Cr 51.98 mg/l. 557.95 mg/I 243.97 mg/l. 876.43 mg/l

Tableau 14 : Les résultats des analyses physico-chimiques avant et apres le traitement dans le

FERPHOS.
Témoin El E2 Avant
Traitement
Température |18 C° 21.3C° g8.10C° 18.6 C°
Ph 7.20 8.25 7.64 7.34
SO, 75 mg/l > 250 mg/l > 250 mg/l > 250 mg/l
MES 2 mgl/l 11 mgl/l 9 mgl/l 253 mg/I
Fe'" 0.000 mg/I 0.04 mg/I 0.001 mg/I 0.22 mg/I
CE 500 ps/cm 800 ps/cm 1000 ps/cm 14000 ps/cm
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Discussion

Dans cette partie de notre travail, nous avons étudié la réponse biologique de notre
modéle végétale Lemna minor vis-a-vis des eaux usées d’oued Mellague sis a la commune de
I’Aouinet Wilaya de Tébessa pour connaitre s’il y a un stress oxydant ou non, par des
marqueurs biologiques comme la proline.

Les résultats obtenus dans cette étude confirment les observations déja rapportées par
plusieurs études (Kleche, 2013 ; Semadi, 2010 ; Souiki, 2008), sur la réponse des plantes
épuratrices Lemna minor face au stress oxydant causé par la présence des différents
xénobiotiques dans les eaux usées. Les lentilles d’eaux vont mobiliser différents systémes de
défense qui leur permettent d’éliminer les radicaux libres. Certains sont de natureS
enzymatiques, les autres de natures chimiques.

Nous avons déterminé les effets des eaux usées sur : la biochimie des plantes
aquatiques Lemna minor a savoir :

v’ Lateneur en protéines totales,

v' Lateneur en proline

v’ La physiologie des deux macrophytes a savoir la chlorophylle a, b, et a+b durant trois
durées de traitement 21, 26, 31 jours.

Nous avons aussi réalisé des dosages de paramétres physicochimiques des eaux usées
d’oued Mellague de la région de Tébessa avant et apres le traitement, qui ont montré que les
eaux de surfaces d’oued Mellague s’averent entierement chargées en Polluants chimiques et
une forte salinité et constituent une veéritable menace pour L’environnement, en particulier
pour la vie et la santé des animaux et des vegetaux.

Dosage des protéines :

L’ensemble des résultats de dosage des protéines obtenu dans cette partie de notre
travail montre que le traitement des feuilles de Lemna minor, mettent en évidence, une
augmentation trés significative des taux de protéines, qui laisse suggérer une disponibilité des
protéines dans les tissus foliaires pouvant essentiellement étre utilisées dans le développement
de processus de reproduction (Rodrigueset et al., 2011 These sara). De ce fait, la stimulation
du taux des protéines enregistrée au niveau des deux plantes, traduit I’existence des protéines,
synthétisées lors du stress genéré par les xénobiotiques et/ou metaux lourds, existant
éventuellement dans les milieux hydriques expérimentaux, tel que rapporté dans les travaux
de Dixon et al., (2003).
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D’autres travaux (Wollgieh et Newmann, 1995) rapportent I’induction des protéines
spécifiques au choc thermique sous I’effet d’un stress métallique qui montre leur role dans la
réponse adaptative.

Pour confirmer le stress que Lemna minor a connu durant son séjour dans notre pilote
expérimental, nous nous sommes intéressés aux variations du taux de protéines dans les deux
systemes racinaire et foliaire. En effet, les eaux usées stimulent la synthese des protéines
notamment au niveau des racines ceci pourrait s’expliquer selon Plfugnacher et al. (1997)
par le fait que les racines présentent le siége de résistance de la plante aux différents stress,
parce qu’elles sont rattachées au sédiment dont elles sont exposées a des concentrations
élevées de xénobiotiques grace a leur systeme enzymatique actif.

Cette augmentation des protéines s’expliquerait aussi par le fait que la présence de
xénobiotique a I’intérieur des tissus, stimule la synthése protéique de nombreuses enzymes
entre autres celles intervenant dans la détoxification, ce qui est en parfait accord avec les
résultats de Stolt et al., (2003) qui indiquent que I’exposition des plantes a différentes
concentrations de cadmium a tendance a provoquer une augmentation de la synthese des
protéines particulierement des phytochélatines dont le role est la détoxification.

Nos résultats concordent aussi avec ceux de Meksem et al ., (2007) sur les deux
variétés de blé dur (GTA dur et Vitron) apres traitement au FL SC et Tilt 250 EC deux
fongicides, ou ils ont mis en évidence une augmentation significative de la teneur en protéines
solubles, comparativement au témoin et ceci avec un effet dose réponse.

Gardés-albert et al ., (2003) ont expliqué 1’augmentation des protéines par le fait que
la plante cherche a protéger son intégrité morpho-physiologique, en réponse au dommage et
effet défavorable de la molécule en élaborant des protéines dont le r6le est de neutraliser la
molécule herbicide (xénobiotique).

La stimulation de la synthése protéique qui s’expliquerait par le fait que la présence de
I’herbicide Calliofop 36EC, a I’intérieur des tissus stimule la synthése de nombreuses
Enzymes, entre autres celles intervenant dans la détoxification (Shraddah et al., 2004).
Dosage de la chlorophylle :

Nous avons procedé au dosage des teneurs moyennes en chl a et b, et chlorophylle
totale (a+b) paramétres susceptibles de nous indiquer un éventuel stress, car considérées
comme bio marqueur de la toxicité des végétaux puisque des corrélations entre les densités
cellulaires et les paramétres de la fluorescence photosynthétiques ont prouve que ces dernieres

pouvaient étre considérées comme bio-marqueurs de la toxicité, dans le cadre de la pollution
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Environnementale (Dewez et al., 2007).

Sous un stress hydrique, une diminution de la teneur en chlorophylle est remarquée
chez le blé dur (Bousba et al., 2009).

Le rapport chlorophylle (a/b) est un bon indicateur du seuil de tolérance au stress
hydrique (Guettouche, 1990). Tahri et al., (1998) mettent en évidence une augmentation de
la teneur en proline foliaire sous 1’effet du stress suivie par un abaissement dans les teneurs en
pigments chlorophylliens totaux (Chlorophylles a et b).

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

Les résultats obtenus montrent une diminution du taux de chlorophylle (a, b et a+b)
chez les plantes exposées au Calliofop 36EC cette réduction chlorophyllienne est dose —
dépendante, on a noté chez Elodea Canadensis une inhibition des chlorophylles (a, b et a+b)
ces résultats concordent avec plusieurs travaux sur Elodea canadensis exposée aux pesticides
et aux métaux lourds, la teneur en chlorophylle est un paramétre qui est sensible a la toxicité
des métaux lourds (Gupta et Chandra, 1996).

Les auteurs suivants Muhittin Dogan et al .,(2009), Saygideger et Dogan (2004);
Saygideger et al.,(2004) ont noté une réduction dose réponse des teneurs en chlorophylle (a,
b et a+b) respectivement chez Elodea canadensis et Lemna minor , exposées a différentes
concentrations de plomb . El _zbieta Kielak , Cezary Sempruch , Halina Mioduszewska ,
Jozef Klocek ,

Une autre étude selon El zbieta Kielak et al., (2011) sur la phytotoxicit¢ d’un
herbicide Roundup Ultra 360 SL sur la lentille d’eau Lemna minor, a montré une diminution
des taux de chlorophylle a, b et atb, en augmentant la dose de I’herbicide. Moldes et al.,
(2008) ont suggéré que la diminution de la teneur en chlorophylle, dans les tissus de soja
traités au glyphosate (herbicide) peut étre causés par la perte de caroténoides et / ou par
I'inhibition de leur biosynthese et la photo-destruction, I'nerbicide peut inhiber la synthése de
la chlorophylle en réduisant la formation de la daminolevulinic acide (ALA) en tant que
précurseur de porphyrine.

Plus le nombre de molécules de chlorophylle a, b et caroténoides est important, plus
I’énergie lumineuse absorbée est importante et la chaine photosynthétique peut fonctionner au

maximum de ses capacités. (Kloskowski et al., 1992 ; Dec et al., 1997)
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En parallele chez Elodea canadensis nous avons constaté une augmentation de la
teneur en chlorophylles (a, b et a+b) aprés 21 jours de traitement par le Calliofop 36 EC

Cette augmentation pourrait traduire une stimulation de la photosynthése et peut étre
également expliquée, par les besoins en précurseurs pour la synthése de certains polypeptides
Spécifiques (phytochélatines) via la photo respiration (Robert et Roland, 1998 ;Lidia et al.,
2004).

Aussi ces résultats obtenus concordent beaucoup plus avec ceux de Harrieche et al .,
(2004), qui rapporte un effet stimulateur du cadmium sur la teneur en chlorophylle.

Dosage des prolines :

La proline est un biomarqueur biologique, comme la capacité d’accumuler la proline
est corrélée la tolérance des plantes au stress abiotique (Barnett et Naylor, 1966 ; Singh et
al.,, 1972 ; Stewart et Lee, 1974). La proline peut agir comme un osmolyte, un capteur
d’ERO et un chaperon moléculaire stabilisateur de la structure des protéines, protégeant ainsi
les cellules contre des dommages causes par le stress (Hare et Cress, 1997 ; Rhodes et al.,
Verbruggen et Hermens, 2008 ; Szabados et Savoures, 2010).

La proline peut jouer un role osmoprotecteur (Peleg et al., 1984 ; Delaunay et
Verma, 1993 ;Taylor, 1996), stabilisateur des protéines (Kuznetsov et sheveyakova, 1997,
Shah et Dubey, 1998), inhibiteur des métaux (Farago et Mullen, 1979) et inhibiteur de la
peroxydation (Mehta et gaur, 1999). Cette augmentation du taux de proline peut étre
expliguée selon Ober et sharp, (1994), par un effet de stress chez la plante. La synthese de la
proline peut impliquer également un allégement de ’acidification du cytoplasme qui permet
de maintenir le rapport NADP/NADPH a une valeur compatible a celle du métabolisme
(Hare et Cress, 1997). Selon Monneveux et Nermann, (1989), I’accumulation de proline est
associée a la résistance de la plante au stress, ce qui pourrait donc étre 1’un des facteurs qui
expliquent le mieux la stratégie d’adaptation des plantes.

Dans ce travail nous nous sommes également intéressés a la teneur en proline chez les
Phragmites australis retenues dans les eaux usées ; nous avons ainsi mis en évidence une
forte augmentation de ce parametre connu comme étant un biomarqueur de stress. (Panda,
2003;

Ben Khaled et al., 2003 ; Abdul, 2004 ; Leprince et al., 2004).

D’autre part, nos résultats révelent une forte corrélation entre la teneur en protéines
totales et en proline qui montrent que I’accumulation de la proline peut étre influée par des

facteurs internes comme la synthese protéique. Ces résultats sont confortés par ceux de (Tahri
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et al., 1998) et (Bedouh, 2014) qui affirment que toute augmentation de la teneur en protéines
favorise une accumulation de la proline.

Selon un autre point de vue, I’accumulation de proline n’est pas une réaction
D’adaptation au stress, mais plutdt le signe d’une perturbation métabolique (Hanson et al.,
1977; Hernandez et al., 2000).

L’origine de la proline accumulée sous stress n’est pas totalement éclaircie. Elle est
soit synthétisée de nouveau a partir de I’acide glutamique (Glu) ou via I’ornisitole (Orn), qui
sont utilisés comme précurseurs (Samaras et al., 1995).

Les hydrates de carbone peuvent étre des facteurs essentiels dans 1’accumulation de la
proline, car la synthese des protéines est liée automatiqguement au métabolisme des glucides et
a la respiration (dans le cycle de Krebs) par I’intermédiaire 1’a cétoglutarate qui forme le
statut carbonique pour la synthese de la proline (Chaib, 1998).

L’addition de I’ornithine dans le milieu de culture augmente la source de la proline par
I’intermédiaire de 1’enzyme ornithine amino-transferase (Chaib, 1998). Savouré et al.,
(1995) montrent chez Arabidopsis que 1’augmentation de transcrits de la PSCR (_1-pyrroline-
5- carboxylate synthétase) est corrélée a une augmentation de proline.

De plus, cet auteur a montré que cette augmentation était directement reliée a
I’application du stress. En effet, lors de la phase de récupération juste apres 1’application du
stress, le contenu en proline diminue en méme temps que la quantité de transcrits
correspondant a la P5SCR (_1- pyrroline-5- carboxylate synthétase).

L’induction de ce gene est directement reliée a la régulation du taux de proline dans
les cellules en fonction du stress.

L’accumulation de la proline induite par les stress, peut étre le résultat de trois
processus complémentaires : stimulation de sa synthése ; inhibition de son oxydation et/ou
altération de la biosynthése des protéines. (Tahri et al., 1998).

3.4. Les parameétres morphologiques :

L’ensemble des résultats et les paramétres morphologiques obtenus dans cette partie
de notre travail montre que le traitement des feuilles de Lemna minor, mettent en évidence,

une augmentation hautement significative.

Dans ce chapitre, nous pouvons conclure que nos plantes aquatiques, Lemna minor
sont sensibles a la présence des eaux usées, cette sensibilité s’est manifestée par une

perturbation des parameétres morphologiques, mesurés durant notre travail. Ceci se traduit par
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une diminution de la longueur moyenne des feuilles (LMF), et de la longueur moyenne des

racines (pédicelle) (LMR) chez L. minor.

La multiplication végétative importante des Lemnacées leur confére une productivité
élevée, avec un taux de croissance souvent exponentiel. Cette capacité de production a été
exploitée depuis un certain nombre d’années par des mises en culture expérimentale.

Le temps de doublement de la population de Lemna minor et L. trisulca varie entre 3 et 15
jours en conditions trés favorables (Blake & Dubois, 1982).

En présence de niveaux de température, de lumiere et de nutriments corrects, le thalle
de Lemna minor vit de 5 & 6 semaines, et chaque thalle donne un nombre limité de thalles
filles, qui varie selon les différents clones de 1’espéce (Sculthorpe, 1967). En conditions
expérimentales (Rejmankova, 1975), le taux de croissance de Lemna gibba est supérieur a
celui de L. minor, et cela pour des températures allant de 17 a 29 °C.

I est également augmenté lorsqu’en plus d’un fort éclairement, on enrichit le milieu
en CO; (Bjorndahl & Nilsen, 1985).

La combinaison des deux facteurs, intensité lumineuse et température, influence le
taux de multiplication de L. minor. A chaque niveau d’éclairement, le taux de croissance
augmente si la température se situe entre 20 et 25 °C (Sculthorpe, 1967).

3.5. Les parametres physico-chimiques :

Aprés les analyses physico-chimiques des eaux d’oued Mellague a 1’Aouinet de

Tébessa, nous avons enregistrés les résultats marquants, dont on remarque une réduction des

taux suivants :

+ la température, Fe™™, Turbidité, MES, Taux de salinité, Conductivité, salinité, PH, TH

SO,...etc, car les lentilles d’eau lemna minor accumulent et absorbent les sels, métaux

lourds ce qui expligque cette réduction.

Le PH:

La biomasse a besoin d’un pH proche de la neutralité¢ pour réaliser son activité
épuratrice. Dans le filtre sans lentille d’eau, le pH est Iégérement plus élevé que celui du filtre
planté, Plusieurs facteurs peuvent également expliquer cette baisse de pH parmi eux
I’accumulation de CO2 due au métabolisme des plantes ou a la dégradation de la matiere
organique par les bactéries hétérotrophes (Attionu, 1976 ; Jedicke et al., 1989, Mancer,
2010),

PH moyen des eaux usées brutes (EUB) a I’entrée du systéme d’épuration est de 7,5 +

0,42. Alors que le PH moyen des eaux usées épurées (EUE) a la sortie des filtres plantés de

55



Chapitre 04. Résultats et Discussion

diminue lentille d’eau dont il varie entre 7,1 + 0,67 et 6,9 + 0,33 respectivement pour un
temps de séjour de 21 jours et de 26 jours. Ainsi nous constatons une legére diminution du PH
pour le systéme non planté (Manel, 2015).

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus antérieurement par (Kleche,
2013) et ils sont inférieures a ceux obtenus par (Benameur, 2010) et (Tiglyéne et
al., 2005).

La température

La température agit également comme facteur physiologique sur le métabolisme et Ia,
croissance de la plupart des organismes vivant dans 1’eau, notamment ceux microscopiques et
est, de ce fait, directement liée a la vitesse de dégradation de la matiére organique. (El
Hachemi, 2012).

Dans notre étude nous constatons que la température de 1’eau est basse au niveau des
cuves d’épuration car les eaux sont en contact avec le sol mais ces résultats n’influence pas la
sélection des micro-organismes responsables de 1’épuration des résultats similaires ont été
enregistrés par Semadi (2010).

5.3. La conductivite :

La conductivité électrique des eaux usées épurées par les filtres plantés de lentille
d’eau est inférieure a celle des eaux usées

Les lentilles d’eaux ont tendance a accumuler les sels dissous ce qui explique la

diminution de la conductivité de I’eau au niveau des cuves plantées de cette derniere.
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CONCLUSION

La ville de Tébessa rejette chaque jour des quantités importantes d’eaux usées, sans
subir le moindre traitement. Ces eaux, rejetées dans la nature a 1’état brute, sont un foyer de
développement et de propagation de certains insectes nuisibles (les moustiques notamment)
des maladies (typhoide, cholera,...)

La phyto-épuration constitue une nouvelle technologie permettant d’épurer les eaux
usées par I’utilisation de plantes aquatiques comme des lentilles d’eau (Lemna minor).

La lentille d’eau Lemna minor, se distingue par son role de filtration et d’épuration
hydrique, sa capacité¢ d’épuration lui permet de filtrer les eaux usées, par son systéme
racinaire important, qui posséde une grande faculté d’absorber les xénobiotiques.

L’objectif de cette étude démontre les effets de stress oxydant induit par les eaux usées
sur la plante épuratrice Lemna minor en étudiant les paramétres biochimiques, les parametres
de croissances et les biomarqueurs biologiques comme la proline (indicateur de stress)

La rétention des Lemna minor dans les eaux usées stimule la synthése des protéines et
I’accumulation des prolines.

L’augmentation significative de la proline et des protéines indiquent une grande
capacité anti-oxydative et résistante de Lemna minor. Cette activité peut représenter une
réponse de cette plante au stress oxydatif provoqué probablement par I’accumulation des
xénobiotiques au niveau cellulaire.

Les résultats remarquables pour les différents parametres physico-chimiques avec une
diminution des taux de la conductivité, la température, salinité...etc., par rapport a 1’état
antérieur des eaux d’oued Mellague, montre I’efficacité d’épuration des lentilles d’eaux lemna
minor.

Nous avons remarqué apres 1’utilisation des paramétres de dosage et parametres de
croissance ce qui suit: Une augmentation hautement significative des protéines totaux,
proline et de la teneur en chlorophylle (a, b et a+b) de la plante aquatique.

Augmentation du nombre des feuilles et des racines, ainsi que la longueur des racines.

En perspective plusieurs points importants comme suivants :

- Identifier les parametres physico chimiques des eaux purifiées par les plantes
aquatiqgues comme Lemna minor

- Développer les dosages des biomarqueurs (proline, protéines, chlorophylles) pour
évaluer le stress oxydatif induit par les eaux usées sur la plante épuratrice.

- Les effets des eaux usées sur la plantes aquatiques néfaste.
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Annexe

+ Annexe 1
Les courbes d’étalonnages
1. Dosage de protéine et proline
v’ L’équation de la régression est :
C2 =0,135852 + 0.0100093 C4
S=0, 123702 R-carre=92,0%  R-carre (ajust) =90, 0 %

Graphique de la régression
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Figure 19 : La courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines et prolines.
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