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AVANT —PROPOS

L e développement du secteur industriel sans préoccupation des rejets de
composes toxiques est a l'origine de l'accélération de la vitesse a laquelle notre
environnement est dégradé. Ains le "changement globa” ou "global change" est
défini par les scientifiques comme étant I'ensemble des modifications qui affectent le
fonctionnement de la planéte sur le long terme. Pour faire face acela, il devient urgent
de lier le plus efficacement possible les résultats des découvertes scientifiques aux
décisions politiques.

Souvent, I'hnomme ne prend conscience de ces dangers que suite a de
graves et spectaculaires accidents relatifs a dimportantes pollutions qui sont
amplement médiatisees: Parmi ses nombreuses pollutions environnementales, notre
travail a ciblé la pollution chimique. En effet, celle-ci est source de retombées aussi
dangereuses pour la survie et le fonctionnement des écosystemes. Souvent, la pollution
chimique dite diffuse se traduit par la présence de xénobiotiques assez dangereux
mais a de faibles concentrations. Cette présence continue au contact de la faune et de
flore aboutit inévitablement a des modifications dont I'étude des impacts constituera
I'un des importants enjeux de notre ére.

C'est dans ce contexte que se situe notre travail, dont la partie la plus
importante concerne les effets directs que le cadmium (polluant métallique) est
susceptible d'exercer sur les propriétés de transduction d énergie associés aux
membranes mitochondriales. Dans une seconde partie, nous avons examine les effets
antagonistes des interactions Cd/Ca au niveau mitochondrial.



Résumé

Les résultats exposés dans cette these montrent que la vitesse de |’'oxydation
du succinate par les mitochondries isolées est diminuée par le cadmium (50%).
D’autre part, on constate que la vitesse en état non phosphorylant n’est que trés peu
modifiée au cours du traitement. On obtient donc une diminution du controle
respiratoire. De plus, les valeurs des rapports ADP/O tendent a diminuer au cours de
ce traitement. L'effet du cadmium sur les capacités oxydatives des mitochondries
n’est réellement observé qu’a partir des concentrations 8, 12 et 20uM. Les mesures
de variations de AW montrent que le cadmium a tendance a réduire fortement ces
valeurs (+ de 50%). Cette baisse serait directement responsable de la chute duAPpH*
généré par l'oxydation du succinate. Une activité ATPasique est enregistrée et le
traitement par le cadmium modifie celle-ci dans le sens d’une diminution (50%).
Cette activité est de type ATPase mitochondriale sensible a [I'oligomycine.
Parallelement, on constate qu’une activité ATPasique importante insensible au
cyanure se développe au cours du traitement des mitochondries et que le cadmium
la stimule fortement. Les résultats relatifs aux effets du cadmium sur les variations de
volume des mitochondries montrent qu’une modification importante du volume
mitochondrial est observée, celle-ci atteint 90%. Le suivi des variations de protons H*
(ApH) montre qu’une acidification importante du milieu de mesure est observée en
présence de cadmium.

Enfin, les mesures des activités enzymatiques catalase et guaiacol-
Peroxydase montrent que les faibles concentrations de cadmium stimulent ces
activités et les fortes concentrations de cadmium les réduisent fortement. Ceci
pourrait traduire en fait la mise en évidence d’un systeme de détoxification du
cadmium. Le dosage de la LOX chez les MP traitées par le cadmium montre que
cette activité est tres fortement stimulée. Ceci associée aux taux importants en acide
linoleique et linolénique, sera traduite par une tres forte production de ROS, qui sont
de potentiels destructeurs des membranes mitochondriales. Parallelement le calcium
semble plutot sans effet notable sur les propriétés des mitochondries. L'ensemble de
ces résultats indiquent que dans les conditions de traitement utilisées, le cadmium
exerce un effet important sur la perméabilité de la membrane interne mitochondriale
aux protons et cations monovalents. |l semble donc clair que les effets du cadmium
sur le gonflement mitochondrial traduisent une modification profonde de
perméabilité des membranes en réponse en partie a une activité ATPasique qui
serait indirectement inhibée par le cadmium.



Abstract






SUMMARY

In this thesis, results show that the speed of the oxidation of the succinate by isolated mitochondria
is diminished by the cadmium- (50%).

On the other hand, we can notice that the speed of non- phosphorylant state is only very little
changed with treatment.

In addition, ADP/O report values tend to decrease in this time of the treatment. The affect of cadmium
on oxidative capacities of the mitochondria is actually observed only from concentration 8,12 and 20uM.
Variation measurements of A show that the cadmium tend to greatly- reduce these values. (+ 50%).

Such a reduction would by directly responsible for the fall of the DppH" generated by oxidation
of succinate. An ATPasic activity is saved and the processing by the cadmium modifies this later in the sense
of decrease (50%). This activity is of type ATPasic sensitive to oligomycin.

Parallely, use ascertain that and important ATPasic activity insensitive to the cyanide develops
in the treatment of the mitochondria and that the cadmium stimulates it strongly.

The effects of cadmium on changes in volume of the mitochondria related results show that a
significant change (ApH) volume is observed, attaining 90%.

Acidification middle measurement is observed in the presence of cadmium.

At last, the enzyme catalase and guaiacol peroxidase activity measures show that low concentration
of the cadmium reduces them strongly. This could actually express the highlighting of a system of detoxification
of cadmium. The dose handled by this activity is very strongly stimulated cadmium.

This, associated with linolenic and linoleic acids important rates will give a very high ROS, which are
potential destroyers of the mitochondrial membrane production.

At the sometime the calcium seems rather no-significant affect on the proton mitochondrial internal
membrane and cation monovalents.

It seems therefore; clear that effect of cadmium on the mitochondrial swelling lead to a deep
modification of membranes in response in part to a ATPasic activity which would be indirectly inhibited

by cadmium.
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INTRODUCTION

L'industrialisation a un rythme accéléré et incontrdlé se fait au détriment
de I'homme et de son environnement. De nombreuses activités humaines,
industrielles, chimiques agricoles ou domestiques sont responsables de la
dégradation de I'environnement (réchauffement de la planéte, changement
climatique, perturbations des écosystemes, diminution de la couche d'ozone etc...

(Bonnieux et Desaignes, 1998).

De plus, les pays industrialisés sont les premiers responsables de tous ces
dégats, ainsi 80% des émanations de CO, dans I'atmosphére responsables du
réchauffement leurs sont imputables (Bar, 2004). La pollution de l'air par exemple
auquel I'nomme est exposé en permanence constitue a la fois une atteinte a sa
qualité de vie et a sa santé, elle affecte également la vie des végétaux et des
animaux et contamine les sources d'eau, la chaine alimentaire et les autres milieux
(Mafoua et al.,1995).

1- Lesmétaux lourds.

La contamination croissante de la biosphere par les métaux lourds est
indissociablement liée aux progres de I'humanité et au développement de la
civilisation, elle représente un danger véritable pour I'environnement a long terme
de nature irréversible (Popescu et al.,1998). Cette contamination ne se limite pas
uniquement a la dégradation des écosystémes avec ses conséquences sur la flore, la
faune et sur la biodiversité, mais elle représente un réel probleme de santé publique
par la menace de contamination des denrées alimentaires ou par des récoltes

insuffisantes.



La majorité des métaux lourds, contrairement aux contaminants
organiques, ne sont pas bio transformés et persistent dans I'environnement (Kong et
al.,1995). lls ont un temps de rémanence qui est de I'ordre de millions d'années,
dans le sol (Sun et al., 2001). Les métaux lourds par leurs propriétés non
biodégradables sont toxiques et responsables de nombreuses pathologies (Adriano,
2001; Abraham, 2002).

1.1. LesEléments traces métalliques:

Il n'existe pas une définition reconnue pour les termes "Métaux lourds"
ainsi les géologues les définissent comme ETM : Eléments Traces Meétalliques,
composes naturels présents a de trés faibles concentrations et qui englobent moins
de 1% des roches de la crodte terrestre (Harrisson, 1996, Adler 2001). Pour les
spécialistes en chimie les métaux lourds sont classés selon leurs propriétés
spécifiques (masse volumique) 5g/cm®; capacité a fournir des cations polyvalents .
Les agronomes définissent les métaux lourds comme étant des oligo-éléments

indispensables a de nombreux organismes vivants (Chappuis, 1991).

En toxicologie, les métaux lourds constituent des éléments a pouvoir
cumulatif avec essentiellement des effets néfastes sur les étres vivants et
I'environnement  (Viala, 1998; Bounias, 1999). Ils constituent pour eux des
éléments potentiellement toxiques dont la toxicité est bien signalée a travers divers

documents, directives, OMS etc... (Popescu et al, 1998).

1.2. LesoriginesdesETM

Géochimique : les ETM peuvent constituer des éléments naturels du sol ou
ils peuvent exister sous de trés fortes concentrations. Leur source peut aussi
provenir des émissions atmosphériques naturelles (volcans, feux de foréts, érosion
du sol), (Mass, 1987; Popescu et al., 1998).



Anthropogéniques : Nombreux travaux scientifiques montrent que les ETM
existent dans les retombées atmosphériques diffuses dues essentiellement a la
production d'énergie par combustion du charbon et du pétrole, a I'extraction et la
métallurgie des métaux ferreux et non ferreux et aux gaz d'échappements (Bernard
et Lauwerys, 1992, OMS 1992; Sun et al., 2001). Les ETM peuvent aussi se
retrouver dans les décharges miniéres de fonderie (As, Cd, Pb, Ti) et de raffinerie
(Harrisson, 1996; Chaoui et al. ,1997).

Le tableau 1 représente un apercu des valeurs moyennes des émissions des ETM
de sources naturelles et anthropogéniques (Popescu et al., 1998).
Tableau 01: Valeurs moyennes des métaux lourds émis a partir de sources

naturelles et anthropogéniques (Pope Sun et al., 1998).

C P
Sources Cr Ni Zn
u b
5 8
11 13
Combustion du 0 1
27 76 11101
charbon 0 5
5 3
5 8
1 2
] 27
Combustion du 14 9 4
06 2159
pétrole 08 5 . 1
9 9
2 4
) 6 9
Meétallurgie de 87
/ 7 0 71571
métaux non ferreux 81
3 8
8 5
1 7
Sidérurgie / 1 / 6 855
0 5
1 2
Incinération des 11 36
5 3 5900
déchets 39 4
7 7




5 0
4 1
) 41
Engrais phosphatés / 1 . 6 4110
1 5
7
13 49 1
Industrie du ciment / 9790
35 0 2
9
2
4
) 8
Sources mobiles / / / 0 /
3
0
2
9
12 1
Combustion de bois / 0 3600
00 0
0
0
4
0
A / / / 3254
0
0
3
3
3
30 8 55
Totales émissions 1
" o 77 1 64 o 131866
anthropogéniques
pogeniq 7 3 ’
5
9
4
2 1
44 8 30 2
Totales émissions
00 0 00 0 45000
naturelles
0 0 0 0
0 0




Les ETM peuvent aussi provenir de plusieurs composés utiles tels les
amalgames, détergents, quelques médicaments, composés agricoles (engrais
phosphates: (Cd), les compostes et les pesticides (As, Cu, Pb), (Prasad et Freitas,
2000).

Les déchets urbains peuvent aussi générer des ETM : les eaux usees, les
boues d'épuration et les ordures ménagéres renfermant papier, plastique,
pétrissables (poissons), piles, débris de lampes et thermometres. L'incinération des
déchets ménagers et industriels constitue une source trés importante d'ETM
(Propescu et al., 1998). Enfin, les ETM peuvent principalement provenir des
déchets industriels, dont les huiles usagées ou industrielles, les sous-produits
industriels (solvants, déchets de peinture...), les affluents des tanneries, les
industries du plastique (Cd, Zn, Sn, Pb), de textile, de pneumatique, de micro-
électrique et de conservation de bois (Harrisson, 1996; Popescu et al.,1998; Prasad
et Freitas., 2000 et Opecst, 2001).

1.3. Bioaccumulation des M é&aux Lourds:

Elle est définie comme étant un processus pour lequel I'organisme assimile
et concentre les métaux lourds a des concentrations supérieures a celles existantes
dans le milieu (Bineyet Amuzou, 1994). La bioaccumulation des métaux lourds
comporte trois phases dont l'assimilation, la bioaccumulation/bioconcentration et
enfin la bioaccumulation entre individus ou bioamplification. En présence de
métaux lourds, deux voies principales d'exposition se présentent, celle externe
(courant eau/air) et qui provogue un phénomeéne d'absorption (xénobiotique a la

surface) et celle interne (assimilation ou absorption).

Durant la bioaccumulation, il apparait que les organismes vivants
concentrent beaucoup plus les métaux lourds que l'eau et I'air avec une certaine
hiérarchie entre les différentes espéces selon leur pré disponibilité a concentrer les

métaux lourds (Chiffoleau et al., 2001).
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La concentration de I'ion libre métallique a une grande importance dans le
contrble de la capture de cet ion. Sa forme libre est proposee comme espece la plus
bio disponible (Campbell, 1995).

La majorité des ETM ne traversent la membrane plasmique hydrophobe
qu'a l'aide d'un ligand-transporteur. Une fois a l'intérieur de la cellule, il est
rapidement fixé par un autre ligand pour limiter sa diffusion a I'extérieur de la
cellule. Ces ligands constituent ce qu'on appelle les systemes de "piégeage
cinétique™ caracterise par le pouvoir de liaison et leur systéme tous deux spécifiques
du métal lourd en jeu (Simkiss et al.,1982, Simkiss et Taylor,1995).

1.4. Contamination del'environnement par leSETM

La pollution atmosphérique : elle est définie comme étant un phénomene
due a la présence de xénobiotiques, ou a une modification des composants de l'air
dans leurs proportions de sorte a créer des nuisances ou des génes ou a provoquer
des effets nocifs (Viala, 1998).

La pollution métallique de I'air est globale du fait qu'elle contribue a la
contamination de tous les composants de I'environnement. Un mélange de
particules et d'aérosols acides peut affecter directement la santé de I'homme se
traduisant par des irritations respiratoires et oculaires. De plus, ce melange est
responsable de la détérioration des matériaux (véhicules et batiments) et de la
réduction de la qualité des plantes en réduisant leur photo respiration (Fifield et
Haines, 1995).

Les rejets industriels spécifiques: La sidérurgie, [l'industrie des
accumulateurs, la métallurgie et la cimenterie émettent dan l'air des particules et des

poussieres métalliques (Viala, 1998).



Les rejets des installations de combustion : ce type de pollution est attribué
principalement aux centrales thermiques alimentées au fuel ou au charbon, aux
foyers de combustion industrielle et aux usines d'incinération des ordures
ménageres. Ces installations rejettent des cendres et des imbralés support de
nombreux ETM, (Popescu, et al.,1998).

Les rejets automobiles : ils constituent actuellement la source la plus importante de

pollution de l'air par le plomb, (Opecst, 2001).

Les facteurs intervenants dans la pollution atmospheériques : les émissions
atmosphériques sont le plus souvent sous forme de particules solides a teneurs
variables en ETM, de granulométrie également variable ou encore sous forme
gazeuse. L'état chimique du métal associé a sa granulométrie déterminent sa durée
et son séjour dans I'atmosphere et influe énormement sur sa toxicité (Popescu et al.,
1998). A tous ces facteurs s'ajoutent ceux relatifs a la météo ; les propriétés des
vents (vitesse, dominance) la température, I'humidité et la pression atmosphérique
et l'interaction des autres xenobiotiques sont responsables de la formation des
couches d'inversion thermique et des '"smogs" photochimiques (Lu,1992;
Viala,1998).

1.5. Contamination du sol par lesETM :

C'est un enjeu fondamental car ces derniers affectent I'environnement
proche de I'nomme, menacent I'alimentation en eau potable et réduisent le potentiel
agricole (Opecst, 2001). Les ETM sont caractérises par une accumulation lente et
un temps de rémanence trés long pour la majorité des ETM (Mc Grath, 1997).
Souvent, les sols se comportent comme des tampons naturels facilitant le transport
des ETM vers [I'hydrosphere et la biocénose. Ainsi leur persistance dans le sol,
considérée la plus longue par rapport aux autres compartiments de la biosphére et
leur biodisponibilité favorise la contamination de la chaine trophique a partir des
micro-organismes jusqu'au dernier maillon : I'hnomme (Fifield et Haines, 1995).

Outre le fond pédogéochimique, la contamination des sols est en grande partie
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imputable a l'activité humaine notamment par les produits agrochimiques, les

retombées atmosphériques diffuses et les activités métallurgiques.

L'usage incontrdlé des pesticides/herbicides et le traitement excessif des
sols arables par les fertilisants phosphatés enrichissent les couches superficielles de
la terre par les ETM au fur et a mesure des amendements, ceci pourrait étre un
véritable probléme de contamination métallique a long terme. Il en est de méme
pour les parcelles a proximité d'autoroutes et les zones industrielles (Fifield et
Haines, 1995).

L'aridité, les processus de méthylation et la complexation des ETM avec
des ligands inorganiques (hydroxyle, chlorure, carbonate, bicarbonate, sulfate,
forures et borate (Helmke et al., 1997), ou des ligands organiques (substances
humiques et acides organiques a faible poids moléculaire) facilitant la mobilisation
des ces contaminants, augmentent un degré de solubilité et par conséquent favorise
leur biodisponibilité (Alloway, 1997). Parallelement, le degré d’oxydation et la
composition ionique de la phase liquide du sol influencent sensiblement la
mobilisation et la spéciation des ETM, ceci par la formation des complexes solubles
ou d'autres insolubles et la compétition des ions métalliques vis-a-vis des sites
d'adsorption (Alloway, 1997).

1.6. Contamination des milieux aquatiques par lesETM :

L'eau est un élement important pour les polluants en général et les ETM en
particulier, car la mobilité, la biodisponibilité et la toxicité de ces derniers dépend
des parameétres physico- chimiques de I'eau (pH, dureté, concentration de matiere
de suspension, MES, salinité, potentiel d'oxydoréduction...) (Kong et al., 1995).
Ainsi la concentration en cadmium des eaux de mer est deux fois plus faible que

celle des eaux douces (Miquel, 2001).

Le pH des milieux aquatiques influence la spéciation des ETM car il
affecte la physiologie et modifie la susceptibilité des organismes vis-a-vis des

ETM. En général les métaux lourds existent sous forme ionique libre a pH acide
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(Andy et William, 1995) et a pH basique ils précipitent sous forme d'hydroxydes

insolubles ou sous forme d'oxydes (Kong et al., 1995 ).

Selon Hart (1981), les formes ioniques des ETM sont les plus toxiques
pour les organismes vivants, tandis que les formes complexées le sont moins
(Wiithrich, 2001). La pénétration des ETM dans I'environnement aquatique peut
avoir des effets dramatiques sur la biodisponibilité et la toxicité vis-a-vis des
processus biologiques. Ainsi la bioamplification par le plancton et la
biotransformation par les bactéries dans l'interface eau-sediment parait influencer
fortement I'impact des ETM. Ces phénoménes donnent naissance a des dérivés
métalliques plus toxiques qui seront bio accumulés le long de la chaine trophique
(eau, plancton, poisson, herbivore, carnivore et homme). Ceci rend par conséquent
les milieux aquatiques encore plus sensibles a ces contaminants métalliques (Fifield
et Haines, 1995). Ainsi la pollution atmosphérique, représentée par des retombées
seches ou liquides accompagnées des pluies acides contribue a la contamination de

I'environnement aquatique a proximité des zones industrielles (Steinnes, 1997).

Enfin, les ETM sont apportés directement dans I'eau sous forme de rejets
industriels (déchets liquides et eaux résiduaires industrielles) et d'eaux usées
urbaines renfermant des excréta humains, détergents et certains médicaments et

dans certains cas par les canalisations.

1.7.LesETM danslaplante:

Certains ETM sont indispensables a certains métabolismes importants tels
la photosynthése, la respiration ou encore la nutrition (Kabala-Pendias and Pendias,
2001). Ils interviennent aussi dans la biosynthese des protéines, celle des
substances de croissance de la chlorophylle, des lipides et dans la réponse des
organismes au stress (Rengel, 1999). Souvent I'état d'oxydation des ETM leur
confére un role tres important dans différentes activités enzymatiques (réactions
d'oxydoreduction), (Chaignon, 2001). Cependant et malgre toutes ces observations,

le rble joué par les ETM chez les plantes reste tres mal élucidé.
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1.7.1. Voie de pénétration des ETM chez les plantes: La voie principale
d'absorption des ETM chez les plantes reste la diffusion au niveau du cortex
racinaire. Ainsi, les ETM pénetrent passivement a travers la paroi cellulaire selon
une différence de gradient de concentration. Néanmoins une faible quantité de ces
ETM peut y accéder par adsorption de I'acide polygalaturonique (pectines), (Briat et
Lebrun, 1999). Les mécanismes exacts impliqués semblent plutét mal connus, en
effet, ils varient selon I'espece métallique ; si par exemple le Pb et Ni utilisent la
voie passive (protéines : porine), le Zn et le Cu utilisent plutdt un type de transport
actif (protéine de transport spécifique) Kabata—Pendias and Pendias, 2001). Par
ailleurs, bien que le transport actif soit le principe spécifique, certains cations
toxiques (Cd, Pb, Cu par exemple) sont des compétiteurs potentiels de cations
essentiels en empruntant leurs canaux spécifiques (cas du Cd qui semble étre un
compétiteur du calcium en empruntant les canaux calciques membranaires (Greger,
1999; Sanita di Toppi and Gabbrielli, 1999), ainsi 70% du Cd entrerait dans la
racine par ce biais. Une fois a l'intérieur de la plante les ETM sont pris en charge
par des agents complexants (acides organiques, acides aminés et divers peptides :
citrate, acide polyaminocarboxylique, etc...); (Foy et al., 1978). Cette forme de

translocation est dépendante de chaque espece métallique.

Apres translocation, les plantes accumulent les ETM parfois a des
concentrations assez importantes qualifiant ses plantes de "type accumulatrices
"(Brooks, 1998). Ainsi on a pu recenser une seule espéece bio accumulatrice pour
le cadmium. Arrivé au niveau des cellules, les ETM sont captés par différentes

molécules afin de les stocker et éviter ainsi tout dommage cellulaire (Boyd 1998).

2- Lesdtress.
2.1. Définition :

Le stress étymologiquement, le terme "stress” provient du latin "Stringer" :
mettre en tension. Le terme stress definit autant la situation subie par l'organisme,
que I'état dans lequel se trouve ce dernier ; trois catégories d'agents stressants sont

déefinies par lwama et al., 2004. lls distinguent les stress environnementaux,
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physiques et biologiques. Pour les premiers, la présence de substances polluantes
telles que les métaux ou des pesticides sont source de stress. Toutefois, des
changements importants des parameétres qualitatifs de I'eau comme le pH, la
salinité, l'oxygeéne dissous, la température etc... peuvent également engendrer un
état de stress. Les agents physiques regroupent les manipulations des organismes,
le confinement ou le transport. Enfin les agents dits biologiques concernent les
différents agents pathogenes ou encore une possible hiérarchisation au sein de la
population.

Les agents stressants sont ressentis comme agréables ou non, ils induisent
une agression ou une tension sur un organisme. Cette agression provogue une
réaction/réponse de I'organisme (biologique) pouvant mener a une adaptation. Ainsi
un état de stress peut donc étre défini comme étant une lutte menée par un
organisme afin de s'adapter a une nouvelle condition environnementale. Les
spécialistes en biologie definissent le stress comme un facteur environnemental
potentiellement défavorable pour un organisme vivant. (Si les limites de tolérance
et les capacités d'adaptation sont dépassées, il en résulte des dommages

irréversibles menant parfois a la mort).

Dans le cas dune plante, la réponse au stress obéit a 4 phases
(Lichtenthaler, 1998). En effet, si des paramétres environnementaux sont modifiés,
la plante peut entrer dans une phase dite phase d'alarme, pendant laquelle elle
répond avec une diminution d'un ou de plusieurs fonctions physiologiques, telles la
photosynthése, le transport des métabolites ou encore la capture d'ions. Ainsi la
plante dévie de son homéostasie et perd sa vitalité. Dans certains cas l'espece en
fonction ne posséde pas ou peu de mécanismes de tolérance, la alors des dommages
assez graves peuvent apparaitre assez rapidement. Durant cette phase la plupart des
vegétaux activent des mécanismes de résistance au stress telles les modifications
de flux métabolique, une activation des processus de réparation, ou encore des

adaptations morphologiques et métaboliques.
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Cette phase est suivie par une deuxiéme appelée Phase de résistance durant
laguelle la plante établit un nouvel équilibre physiologique qui améliore sa
résistance. En cas de durée assez longue du stress, la plante entre dans une
troisieme phase dite Phase d'épuisement pendant laquelle les processus de

résistance mis en jeu sont saturés.

Une quatrieme phase peut parfois étre mise en évidence dans le cas ou le
stress est diminué ou completement supprimé: c'est la phase dite de régénération,
durant cette phase la plante établit un nouvel équilibre physiologique. Toutes les

phases sont representées sur la figure 1.

Phase Phase
sans alarme
stress Résistance maximum
Elimination des
stressants
Standard
Nouvel
Equilibre
. . |
Résistance minimum
Dommages séveres Dommages
chroniques

Mort Cellulaire

Figure 1.  Différentes phases induites chez une plante suite a une exposition a un
xénobiotique (d'apres Lichtenthaler,1998).

Ainsi une plante soumise a une modification de son environnement va
d'abord avoir une réaction immédiate pendant laquelle des transformations
physiologiques vitales vont étre mises en place pour maintenir I'noméostasie de la

plante. Durant son stress continu, la plante active d'autres mécanismes qui vont
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augmenter sa tolérance au facteur stressant, c'est ce que les scientifigues nomment

I'acclimatation.

2.2. Acclimatation : Souvent, soumis a un stress, les organismes sont capables
d'activer des mécanismes qui leur permettent d'augmenter leur résistance vis-a-vis
du xénobiotique en question, (Prosser, 1991). Back, (2003), définit I'adaptation
comme étant "tout caractére d'un organisme qui augmente statistiguement son
fitness par rapport a d'autres individus d'une population”. Ainsi une plante qui
s'adapte a son environnement (modifié) est une plante qui a toutes les
caractéristiques (génome) lui permettant de mieux se comporter dans cet

environnement.

2.3. Niveaux de réponse des plantes aux xénobiotiques : On peut distinguer deux
niveaux de réponse au stress : une premiere réponse qui peut étre physiologique et
une seconde reponse cellulaire. (Iwama et al., 2004). Ses deux niveaux de reponse
peuvent intervenir en présence d'un seul xénobiotique ou plutdét un groupe de

xenobiotiques ou encore a un stress en général.

Le premier effet des métaux lourds chez les plantes est une inhibition de la
croissance suivie d'autres dysfonctionnements comme la chlorose foliaire, lIésions
névrotiques, jaunissement, dessechement des feuilles etc... toutes ces modifications
résultent de la genese d'un stress oxydatif di a une production accrue de ROS
(Reactives Oxygen Species) dont les fonctions principales sont l'inhibition de
I'activité enzymatique perturbation de la photosynthese et la respiration, oxydation
de protéines, altération des membranes cellulaires via la peroxydation des lipides,
apparition de cassures de I’ADN conduisent a la mort cellulaire (Devi and Prasad,
1999; Dietz et al.,1999, Cheng, 2003).

Pour faire face a ces phénomeénes, des systemes de stockage ou de
détoxification des métaux sont mis en jeu. Trois dentre eux semblent

prépondérants : la modification de la perméabilité membranaire, qui permet de
13



réduire I'entrée des métaux lourds dans la cellule, le systéme anti-oxydant qui limite

les dégats des ROS et la chelation intracellulaire qui empéche I'activité du métal.

2.3.1. La barriere plasmique : la membrane plasmique peut jouer le rble de
barriére pouvant limiter I'accumulation des ions toxiques (Lasat, 2002), et ce soit
en modifiant I'ensemble des flux ioniques soit en utilisant des systemes ultra
spécifiques qui permettent un flux ionique qui ne transporterait pas les ions
toxiques (Meharg, 1993). Cependant cette premiere barriere physiologique
constitue une cible privilégiée des composés métalliques. Ainsi le cuivre par
exemple est capable d'endommager la membrane par oxydation des protéines
membranaires (peroxydation lipidique) (Dietz et al., 1999) ou inhibition des
ATPases, (Meharg, 1993). Par conséquent, I'imperméabilité n'est plus assurée et les
métaux lourds diffusent librement (Kabata-Pendias et Pendias, 2001). Il apparait
clairement que la tolérance pourrait étre due en partie a un renforcement de la

protection de l'intégrité membranaire.

Parallelement a tout cela, un réle important est joué par les protéines
associées au plasmalemme : il concerne le transport des métaux lourds a travers la
membrane plasmique, (Eide et al., 1996). Ses transporteurs pourraient étre non
spécifiques d'un seul métal et seraient alors capables de transporter d'autres métaux
lourds (transporteur du fer qui pourrait interagir avec le cuivre et le cadmium,
(Briart et Lebrun,1999). Ce type de compétition par exemple entre différents ions
divalents pourrait causer une déficience du fer a l'origine de signes visibles de
chlorose, (De Vos et al., 1992).

En conclusion, la tolérance pourrait étre due d'une part a la protection de
I'intégrité membranaire et d'autre part a la protection des protéines associées au
plasmalemme, tels que les transporteurs, les canaux ioniques et les pompes a

protons.
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2.3.2. Lessystémes antioxydants des plantes: Les systemes anti-oxydants jouent
un role primordial vis-a-vis des Metaux Lourds ayant traversés la membrane

cellulaire ; ils interviennent dans un phénomene appelé: Détoxification.

Les différents états d'oxydation des métaux lourds conferent a ces derniers
une capacité importante de production de ROS. Les cations des éléments (Fe, Cu,
Cr ou Mn) sont capables de céder un ou plusieurs électrons pouvant reduire
I'oxygene et ses dérives; c'est le cas de la réaction de Fenton qui conduit en

présence du Fer Ferreux a la réduction du peroxyde d'hydrogene (H,O,) en radical
hydroxyle (OH) et en anion hydroxyle (OH). Les radicaux libres possédent

chimiquement un électron célibataire qui confere a la molécule une trés forte
réactivité. Le produit de la réaction est le radical hydroxyde ‘OH qui est un puissant

agent oxydant.

De plus, le métaux existant sous un seul état d'oxydation (Cd et Ni) sont
capables d'induire une accumulation de ROS en raison de la perturbation de
certaines voies métaboliques, une inactivation et un "down régulation™ des enzymes
du systéeme anti-oxydant ou un épuisement du stock de molécules de faible poids
moléculaire (glutathion; vit.E; caroténoides) présentant des capacités antioxydantes
(Sanita di Toppi and Gabrielli,1999).

La production de ROS est sous le contrdle du systeme antioxydant, en
effet, trois activités enzymatiques sont primordiales dans le phénoméne de
Détoxification des ROS: Il y a les SOD (Superoxyde-Dismutase), les CAT
(Catalase) et les POX (Peroxydases). Les enzymes conduisent toutes a la formation
d'eau et d'oxygéne moléculaire. Ainsi les SOD sont responsables de la dismutation
de l'anion superoxyde en H,0,. Selon la nature du métal en jeu on distingue les
SOD-Mn (Manganese) localisés principalement dans les mitochondries, les SOD-
Cu/Zn, localisés au niveau du cytosol et les SOD-Fe, localisés dans le chloroplaste.

Les catalases (CAT) sont plutdt localisées dans les peroxysomes et dans le cytosol.
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Elles interviennent en synergie avec les SOD car elles catalysent la réduction du

H,0, en H,0 et en oxygéne moléculaire.

Les peroxydases (POX) réduisent I'H,O, en eau et O, avec cependant une
différence importante dans leur mode de reaction : en effet, les POX nécessitent
pour leur activité un substrat tels I'ascorbate ou le glutathion (GSH), (Noctor and
Foyer, 1998; Foyer and Noctor, 2000).

Parallelement a ses systemes enzymatiques, d'autres mécanismes de
détoxification des metaux lourds existent chez les plantes : la Chélation et la
compartimentation cellulaire. Actuellement, la détoxification des métaux lourds est
pour une grande partie assurée par la chélation (présence de ligands organiques

assurant une complexation des métaux lourds).

Parmi tous ces groupes intracellulaires de ligands, quatre sont importants :
Les MT ou les Métallothionéines qui sont des protéines trés riches en cations
métalliques (Cu et Zn) et en résidus cystéine (30%). Les MT sont directement
impliquées dans certains mecanismes de tolérance notamment vis-a-vis du
Cadmium, (Murphy and Taiz, 1995). Ainsi il est actuellement établi que la
surexpression de genes MT est accompagnée d'une augmentation de la tolérance a
certains métaux lourds, (Misra and Genamu, 1989; Riordan et Vallee, 1991,
Roesijadi, 1992; Klaassen et al.,1999). Cependant, la synthese des MT n'est pas
spécifique des M.L. mais peut aussi avoir lieu sous l'action de chocs thermiques ou
sous l'effet d'hormones. Ceci suggére que les MT ne constituent guere des réponses
specifiques aux métaux lourds, dailleurs, il a été montré que les organismes

hyperaccumulateurs ne se distinguent pas par leur richesse en MT.

Paralléelement aux MT, un deuxiéme groupe de ligands (chélateurs) est
présent chez les plantes : ce sont les PC ou phytochélatines. Ses protéines sont
riches en cystéine et leur synthése est stimulée par la présence de métaux lourds.

Les PC ont cette particularité d'étre synthétisées par une phytochélatine synthase a
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partir d'un précurseur : le glutathion. L'activité PC synthase est constitutive chez les
plantes (De Knecht et al., 1992; Zhu et al., 2003).

La troisieme étape de ligands est représentée par les acides organiques tels
les acides dicarboxyliques (malique) ou tricarboxyliques (citrique). Tous ces acides
interviennent dans les phénomenes de bioaccumulation et leur synthese est
fortement stimulée en présence des métaux lourds chez les plantes, ils pourraient
servir de transporteurs xylémiens des métaux lourds des racines vers les parties
aeriennes de la plante. Il sont parfois méme directement impliqués dans les

mécanismes de tolérance; (Harrington et al., 1996; Mc Grath, 1997).

Un dernier groupe de ligands est constitue par les acides aminés libres
(proline, cystéine etc...) qui sont capables de s'accumuler lors de stress métallique
(Kramer et al., 1996; Bert, 2000).

Concernant la compartimentation, le phénomene constitue la voie la plus
fréquente d'explication du processus de tolérance vis-a-vis des métaux lourds. Ainsi
plusieurs groupes de transporteurs protéiques interviennent dans ce phénomene tels
les GTP (Zn) dépendants de la présence de Mg et qui permettent la détoxification
du zinc (Chardonnens et al., 1999). Chez d'autres plantes le cadmium se lie au PC
pour former des complexes de faible masse moléculaire (Low Molecular Weight —
LMW) qui s'accrochent les uns aux autres pour donner lieu a des complexes plus
volumineux et de masse plus élevée: les High Molecular Weight ou (HMW) dans
la vacuole. La variation du pH vacuolaire va provoquer la dissipation des HMW et
les différents ions seraient pris en charge par les acides organiques présents (malate,
oxalate, ...) (Sanita di Toppi and Gabriella, 1999).

Parallelement a tous ses systemes de défense au stress métallique, d'autres
mécanismes existent chez les plantes parmi eux les transporteurs membranaires
(type pompe ATPasique) spécifique du cadmium et qui seraient capables de

stimuler des afflux des ions métalliques a I'extérieur des cellules (Briat, 1999); ou
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encore les systemes responsables d'accumulation des métaux dans les feuilles agées
qui juste avant l'abscission accumuleraient des quantités importantes de métaux
lourds. Ainsi Dahmani-Muller et al., , (1999) montre que les quantités de ML
accumulées chez des feuilles agées sont parfois 8 fois supérieures a celles
rencontrées chez les jeunes feuilles. Cela suppose que les ML sont transportés des
feuilles vertes et jeunes (photosynthése active) vers les feuilles agées (sur le point
de tomber) préservant ainsi la photosynthese tout en détoxifiant la plante; (Salt et
al.,1995).

Les plantes sont aussi pourvues d'un autre systéme de défense qui utilise ce
qu'on appelle les protéines de choc thermique ou (HSP), qui comme l'indique leur
appellation, sont impliquées dans le stress lié a un choc thermique. Il semblerait que
ces mémes protéines soient impliquées aussi dans le phénomeéne de tolérance des
plantes aux ML. En effet, le stress protéotoxique (dénature les protéines) est
capable d'induire les HSP ce qui permet a la cellule de réparer les dommages
protéiques occasionnés soit par mésolabilisation des agrégats, soit par ménaturation
des polypeptides ou dans le cas ou cela devient impossible, par I'orientation des
protéines dénaturées vers les voies de dégradation; (Banzet et al., 1998; Newman
et al., 1994).

Un dernier systéme de défense existe au niveau des plantes, c'est la voie de
la biosynthése de I'éthylene (Djebar et Moreau, 1990). Ainsi cette voie serait
stimulée par la présence de ML (Cd). L'Ethyléne stimulerait la lignification (en tant
que messager) capable de limiter les flux de métaux lourds dans les systemes
vasculaires et accéléerent la réponse anti-oxydante par réduction de [I’activité
ascorbate-peroxydase, ainsi que la synthése de MT (Sanita di Toppi and Gabrielli,
1999; Remon et al., 2005).

3.LE CADMIUM

3.1. Etymologie et description générale: le cadmium a été découvert & Gottingen

(Allemagne) en 1817 par Friedrich Stromeyer a partir d'impureté dans le carbonate
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de zinc. En fait, le mot cadmium vient du mot latin "Cadmia"” ou grec "Kad meia",
c'est le nom ancien de la colamine car le cadmium s'élabore partir de fusion de la
"smithsonite” ou calanine qui signifie carbonate de zinc (American mineralogist,
1980).

Le cadmium est un élément métallique blanc argenté, d'éclat métallique,
brillant mais qui se ternit, il est malléable ductile, sa pression de vapeur est assez
élevé et il n'a d'odeur ou de goGt définis. Les principales caractéristiques physico-

chimiques du cadmium sont résumées ci-dessous dans le tableau 2:

Tableau 2. Caractéristiques physico-chimiques du cadmium.

Nombre atomique 48
Masse atomique relative 112,411g mole™
Masse volumique 8,7g cm® a 20°C
Rayon ionique  (+2) 0,097 nm
Configuration électrique [Kr] 4d 5 &
3.2. Origine et Fabrication : Le cadmium est un élément relativement rare et

n'existe pas naturellement a I'état actif. 1l est présent dans la crolte terrestre a des
concentrations d'emission & 1 ou 2 ppm ou il est principalement associé aux
minéraux de zinc. Il est obtenu comme sous produit de traitement du zinc ou de
raffinage du plomb et du cuivre (Richburg, 2000). Il se trouve aussi relargué pres

des mines de fonderies de ces métaux (Lu, 1992).

En général, le cadmium est présent a I'état isomorphe dans la quasi-totalité
des minerais de zinc, il est frequemment rencontré a I'état de sulfure (Grecmockite
Cds) comme impureté dans le minerai de zinc appelé sphalésite (Zns). Il se trouve

dans l'environnement comme un minéral combiné a d'autres éléments tels que
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I'oxygene (oxyde de cadmium), le chlore (chlorure de cadmium) ou le soufre

(sulfure et sulfate de cadmium) (Bourrelier et al., 1998).

Le cation métallique Cd™" est un accepteur d'électrons dits mous car il est
tres polarisable, et tres électro négatif (Chappuis, 1991). C'est un accepteur
intermédiaire capable de former des complexes stables avec des molécules
renfermant des atomes donneurs tels que I'oxygéne, I'azote ou le phosphore mais il
a plus d'affinité vis-a-vis des atomes de soufre. Il se manifeste presque toujours a
I'état divalent (CSHPF, 1996).

3.3. Utilisations : En raison de ses propriétés physico-chimiques, le cadmium est
principalement utilisé pour la métallisation des surfaces, comme revétement
anticorrosif des métaux, dans la fabrication des accumulateurs électriques, des
batteries alcalines, des stabilisateurs pour les matieres plastiques et des alliages
dans Il'industrie automobile (Pichard, 2000).

Ses principaux composés minéraux tels que l'oxyde, le chlorure, le
bromure, le nitrate, le cyanure, le sulfure et le séléniure servant a la fabrication des
batons de soudure, des fusibles, des cellules photos électriques, des semi-
conducteurs, de substances luminescentes (luminophores des écrans de télévision)
et dans l'industrie électronique (Viala, 1998). Ils sont employés également dans la
fabrication de fongicides pour pelouses de golf, des huiles a moteurs, des miroirs
speciaux et des écrans de protection des réacteurs nucléaires (Popescu et al., 1998,
Viala, 1998).

3.4. Sources de contamination : Le Cadmium atmosphérique provient de rejets,
dans la nature, des activités industrielles telles les aciéries, les raffineries, les mines,
les fonderies de zinc, de plomb, de cadmium, la fabrication de pigments ainsi que
les huiles & moteurs et pneumatiques (Pichard, 2000). La combustion des fuels et
du charbon, l'incinération intempestive des déchets et les engrais phosphatés

constituent des sources importantes des émissions atmosphériques de cadmium
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(Ginter, 2000; Viala, 2000). Nriagu, 1989. Toutes ces émissions se retrouvent
dans 3 principaux compartiments que sont l'air, I'eau et le sol, parallelement
d'importants transferts peuvent se faire entre eux. La source de cadmium retrouvée

dans I'environnement provient des activités humaines: c'est une source indirecte.

Dans les terres arables, le cadmium provient des engrais phosphatés, des
boues d'épuration et des rejets industriels. Les dépbts atmosphériques ajoutent ne
fraction infime aux couches supérieures du sol (de Meels et al., 2002). Le
Cadmium s'accumule a un taux annuel de 0,1 a 0,2% dans les terres arables (NU,
2000). Dans les anciens états d'Allemagne par exemple, le cadmium entre a des
valeurs de 2 a 35g/ha/an (Gunter, 2000).

Dans l'eau, le cadmium provient du lessivage des sols, des décharges
industrielles et du traitement des effluents industriels. Dans I'eau potable, le
Cadmium peut également provenir des tuyaux de distribution (Pichard, 2000). La
distribution du Cadmium entre les différents composés se trouvant dans l'eau est
appelée speciation. Celle-ci dépend essentiellement de la salinité mais aussi du pH,
du potentiel oxydant et des ligands potentiels- En eau douce, le cadmium existe tres
peu sous forme de chlorure et pour un pH inférieur a 8,0. L'espece dominante est
l'ion Cd** Par contre plus la salinité augmente et plus il se lie avec CI". Ainsi dans
de I'eau de mer 35,5%, pH 8,2, moins de 1% du cadmium est présent sous forme
ionique alors que plus de 98% est présent sous forme de chlorure. Cette spéciation
du cadmium en fonction de la salinité est importante car il est genéralement admis
que seule la forme ionique Cd** peut étre accumulée par les organismes (Sunda et
al., 1978, Gutkrecht, 1983). Ce phénomene explique, du moins en partie, pourquoi
le Cadmium est plus toxique et s'accumule davantage chez les organismes
acclimatés a de I'eau douce que chez les organismes acclimatés a l'eau de mer
(Wright, 1977, Frank et Robertson, 1979, Hall et Anderson, 1995).
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3.5. Devenir du Cadmium dans|'environnement :

- Dans l'air, le Cadmium est présent sous forme particulaire la principale forme
étant I'oxyde de Cadmium. Ses composés sont stables au contact de l'air et ne
subissent pas de réaction de dégradation ou de transformation. En fait, le Cadmium

et ses composés ne sont pas ou trés peu volatiles (Pitchard, 2000).

- Dans le sol, le Cadmium a tendance a s'accumuler dans les horizons
supérieurs du sol riches en matieres organiques en particulier dans la rhizospheére.
Dans les sols, le Cadmium existe sous forme soluble dans l'eau du sol, CdCly,
CdSO, ou sous forme complexes insolubles inorganiques ou organiques avec des
constituants du sol. Sa solubilité est essentiellement fonction du pH du sol et de la

teneur en bases échangeables.

Dans les sols acides (pH<6) le Cadmium est trées mobile donc peu
accumulé tandis qu'a pH +/- basique (pH>6) le Cadmium s'attache aux hydroxydes
de fer, d'aluminium et de manganése. Sa biodisponibilité augmente ainsi que sa

fixation sur les plantes (Giinter, 2000).

Les formes ou espéces chimiques majeures du cadmium trouvées dans les
sols et les solutions du sol sont :  CdS, Cd**, CdCI, Cd OH", Cd HCO*, CdCI®,
CdCI*, Cd(OH)*, et Cd(OH)* (Fifield et Haines, 1995).

En milieu aquatique, le Cadmium est relativement mobile et peu étre
transporté sous forme de cations hydratés ou de complexes organiques ou
inorganiques (Pitchard, 2000). Les especes chimigues majeures du Cadmium

trouvées dans les eaux naturelles sont : CdCI", CdCl,, CdCI* et Cd**.

Les métaux lourds se retrouvent dans I'eau, I'air, les sols, les sédiments et
par conséquent les plantes, les animaux et les poissons, trois éléments de
I'alimentation humaine. En fait I'alimentation reste la source majeure d'exposition

aux ETM, elle fournit plus de 90% du Cadmium pour les non fumeurs (Opecst,
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2001). Selon un ordre d'importance décroissant de la part prise par la contamination
par le Cadmium il y a les légumes et les fruits (environ 30%) tels que laitue,
épinard, carotte, brocoli, chou, (Farago, 1994; Bouniais, 1999) et Pomme de Terre
qui sont, en raison de leur consommation pondérale importante, les principaux
vecteurs du Cadmium alimentaire. En plus, les abats (5,5%) la charcuterie (2,71%)
les fromages et les produits laitiers (18,5%) et les produits a base de céréales (16%)
et les poissons (2,6%); (CSHPF, 1996 et Opecst, 2001).

3.6. Toxicité et bioaccumulation du Cadmium :

- Chez I'nomme : En plus des sources environnementales, les principales
causes d'exposition au Cadmium sont I'alimentation et le tabagisme (Opecst, 2001),
la fumée d'une cigarette pourrait en apporter a lI'organisme de 0,1 a 0,2ug (Viala,
1998). La vaisselle décorée et mal cuite est une autre source de Cadmium. La
toxicité professionnelle se manifeste surtout dans les fonderies (Lu, 1992). Le
Cadmium pénetre dans l'organisme principalement par voie respiratoire et par voie
digestive avec l'alimentation et I'eau de boisson (Viala, 1998). Apres ingestion, les
symptdémes observés sont : un épisode de gastro-entérite avec des crampes
épigastriques, des vomissements, des diarrhées et des myalgies. L'effet émétique du
Cadmium pourrait expliquer la faible mortalité par voie orale (Pitchard, 2000).
L'inhalation de vapeurs de fumées concentrées ou de poussiéres de Cadmium peut
étre a l'origine d'une pneumopathie pouvant constituer un cedéme aigu du poumon
(Viala, 1998) et évoluer vers la mort dans 15 a 20% des cas (Pitchard, 2000).

Le Cadmium peut étre responsable d'une hépatite aigue cytolytique appelée
hépatite toxique vraie conduisant a la nécrose hépatique. La toxicité chronique du
Cadmium s'explique par le transport de ce dernier dans le sang en étant fixé a
I'hnémoglobine ou aux métallothionéines (Pitchard, 2000).  Ces dernieres sont
impliquées dans la fixation sélective du Cadmium, sa concentration dans le foie et
dans le rein et dans son transport du foie vers le rein. Le Cadmium se retrouve aussi
dans le pancréas, la glande thyroide, les testicules, les glandes salivaires et le

placenta (CSHPF, 1996; Pitchard, 2000). Le Cadmium est excrété principalement
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dans l'urine et féces et en quantité négligeable par les phaneres. En raison de la de
la lenteur de I’excrétion, il possede une durée de vie biologique de I'ordre de 20 a
30 ans (Pitchard, 2000). Des troubles respiratoires sont essentiellement liés aux
effets irritants de particules de Cadmium, notamment la fumée de cigarette et
I'oxyde de Cadmium. IIs correspondent a une diminution des fonctions
respiratoires, de l'odorat, la survenue de rhinite, de bronchite et d'emphyseme
consécutif a la destruction des alveoles pulmonaires (Lu, 1992). Dans les milieux
professionnels, l'altération de la fonction pulmonaire se manifeste aprés une

vingtaine d'années d'exposition (Pitchard, 2000).

Le Cadmium peut aussi affecter le métabolisme osseux en perturbant celui
du calcium. Le premier signe caractérisant I’ostéopathie est la "dent jaune" qui est
une dépigmentation jaune de I'émail a partir du collet des dents, elle apparait apres
quelques semaines d'exposition au Cadmium (Viala, 1998). Apres une dizaine
d'années, l'intoxication chronique entraine l'ostéomalaxie, I'ostéoporose avec des
douleurs osseuses intenses. Ces troubles constituent une partie de la maladie de
"Itai-1tai" des japonais par suite de la contamination hydrique et alimentaire (le riz
contaminé). Ces atteintes osseuses sont observées surtout dans les pays
industrialisés (Lu, 1992; Pitchard, 2000).

Enfin, il est probable que le Cadmium soit a l'origine des neuropathies
périphériques aprés exposition aux cours des activités professionnelles (Pitchard,

2000). 1l est également considéré comme agent immunosuppresseur (Lu, 1992).

- Chez l'animal : Chez les animaux, le Cadmium posséde une toxicité aigué
variable en fonction de sa forme chimique, de l'espéce étudiée et de la voie
d'exposition. Ainsi par voie respiratoire, en particulier par inhalation d'oxyde de
Cadmium, les rongeurs apparaissent plus sensibles que les lapins et les chiens
beaucoup plus sensibles que les singes. Dans ce cas, le Clsy varie entre 0,5 et 159
Cd/m®. Lors de I'exposition par voie orale, les souris ont une Dls, entre 0,05 et

0,89g Cd/m?® dépendante de la forme chimique du Cadmium. Chez les rats, la Dls,
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se situe dans l'intervalle [0,1 — 3,89]g Cd/Kg (Pitchard, 2000). Chez le rat, une
seule injection d'un sel de Cadmium peut engendrer, dans quelques heures, des
désordres meétaboliques en particulier hépatiques (Casalino et al., 2000) et
thyroidiens (Pavia Junior et al., 1997). Enfin d'aprés Pitchard (2000) le Cadmium
peut exercer une action tératogene lors d'exposition aigué. Concernant la toxicite
chronique du Cadmium, chez certains especes d'oiseaux, celui-ci s'accumule a des
taux significativement elevés dans leur foie, leur rein et & des taux moins importants
dans leurs muscles, leur cerveau ainsi que dans leurs plumes (Saeki et al., 2000 et
Dauwe et al., 2002).

Dans le milieu aquatique, le Cadmium s'accumule dans les mollusques
(Giguére et al., 2003), dans les poissons et certains mammiferes marins
(Bustamante et al., 2003). Il affecte la croissance des poissons, inhibe leur
assimilation du calcium et altére leur fonction hepatique (Almeida et al., 2001).
Chez les rongeurs, l'ingestion chronique de 50 ppm de Cadmium aboutit & son
accumulation dans les yeux en altérant les taux des ETM essentiels (Arvidson,
1986, Jamall et Roques, 1990). Le Cadmium est aussi responsable de la diminution
des taux plasmatiques des hormones thyroidiennes T et T, (Yoshizuka et al., 1991,
Fujita, 1992) H. comme il peut entrainer chez (les souris et les poulets) une
augmentation de la peroxydation lipidique (Gupta et Kar, 1998 et 1999, Yiin et al.,
1999).

- Chez les végétaux : Le coefficient du transfert sol- plante du Cadmium  est de
I'ordre de 1a 10, celui-ci est assez grand par rapport aux autres ETM (Alloway,
1997) ; ce qui explique que le Cadmium n'est pas seulement biodisponible mais son

exces empéche la plante de s'enrichir des oligo-éléments (Chappuis, 1991).

En général, le Cadmium induit une perturbation du contr6le homéostasique
qui se traduit par des altérations morphologiques et physiologiques pouvant

entrainer la mort du végétal lorsque la teneur en cadmium atteint un seuil critique.
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Le transport des ETM par les plantes débute par les racines ou cela dépend
des formes chimiques dissoutes dans les solutions du sol (ionique, chélatées ou
complexées), du pH, de la température, de I'aération ainsi que la présence d'autres
ions, la matiére organique et les potentiels redox. Elle dépend, aussi de I'espéce et
I'age de la plante (Fifield et Haines 1995).

Dans la rhizosphére, le Cadmium est absorbé sous forme d'ions par les
cellules épidermiques avec l'eau et les minéraux. En traversant les cellules du
cortex, le Cadmium est transporté jusqu'au systéme vasculaire par un transport
symplastique, puis a travers I'endoderme jusqu'au xyleme (Farago, 1994). Ce
dernier passage est tout a fait similaire & un mouvement de soluté traversant un
milieu poreux (Prasard, 1995). Chez certaines especes, le Cadmium peut étre
retenu dans les vacuoles des cellules racinaires influengant, ainsi son transport
symplastique radial vers le xyleme et sa translocation vers la partie aérienne (Stolt
et al .,2003). Dans l'avoine, le Cadmium est transporté a partir du cytoplasme vers
la vacuole en traversant le tonoplaste au moyen d'un antiport Cd**/H* (Cobbett
2000).

Le Cadmium peut également étre assimilé par les feuilles en deux phases la
premiere est non métabolique (passive) ou le cadmium traverse la cuticule par
diffusion ; la deuxieme étant métabolique (active) est caractérisée par le passage du
Cadmium a travers la membrane plasmique vers le protoplaste. Williams et al.,
(2000) ont pu identifier trois classes de transporteurs membranaires de nature
protéique jouant aussi un role vital dans I'homéostasie des ETM dont le Cadmium
fait partie ce sont : métaux lourds- ATPase (CPx-type), N RAMP (Natural
Resistance Associated  Macrophage Protein) et le CDF (Cation Diffusion
Facilitator). En outre, d'apres Cobbett (2000), les phytochélations ont eux aussi une

activité de transporteurs de Cadmium vers les vacuoles.
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3.7. Localisation de I'accumulation du Cadmium chez la plante:

L'accumulation d'un métal lourd dans les plantes est une stratégie
importante d'adaptation ; laitue et épinard dotés de cette capacité sont considerés
comme étant des hyper accumulateurs de cadmium en raison des grandes teneurs

détectées dans leurs feuilles.

Plusieurs études réalisées sur différentes espéces végétales montrent une
accumulation du cadmium soit dans les racines de certaines plantes (Leita et al.,
1991, Bounias, 1992; Chakravarty et Srivastavo, 1997, Hegedls et al., 2001,
Vitoria et al., 2001, lannelli et al., 2002, Zhang et al., 2002; Ekvall et Greger,
2003), soit dans la partie aérienne (tige et feuille) chez d'autres (Klang-Westin et
Perttu, 2002; Peralta-Videa et al., 2002). Chez l'ail, le cadmium est localisé dans les
vacuoles et les noyaux des cellules corticales des racines (Liu and Kottke, 2003);
d'autres travaux l'ont localisé dans les vacuoles et le cytoplasme et non pas dans les
parois des cellules épidermiques des racines, Chakravarty et Srivastavo, 1997). En
fait des analyses de bois de certains angiospermes et gymnospermes ont montré

que le Cadmium s‘accumule principalement dans leurs xylémes (Prasad, 1995).

3.8. Effet du Cadmium sur la germination et la croissance : L'impact du
Cadmium sur la germination et la croissance est variable selon lI'espece véegétale et
la concentration du cadmium & laquelle, elle est exposée. La germination et la
croissance racinaire de la  carotte, de radis et de pois sont inhibées a une
concentration de 20mg Cd/l, (Chugh et sawhney, 1995, Chen et al., 2003).
Lorsque la teneur en Cadmium atteint 1,5 mg/Kg, la germination et la croissance
des grains de riz sont significativement inhibées , (Bounias, 1999). Les faibles
concentrations de cadmium (5 a 10 uM) engendrent une inhibition de la croissance
du mais (Rauser, 1987) et une réduction de celle de I'haricot (Chaoui et al., 1997)
tandis que chez le poivrier, I'inhibition de la croissance n'est significative qu'a des
concentrations supérieures a 0,125mM de cadmium (Léon et al., 2002).
Néanmoins, Schiitzendibel et al., (2002) ont détecte une stimulation de la

croissance racinaire a 5uM de cadmium chez le peuplier. En général, la réduction
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de la production de biomasse et de la qualité nutritionnelle est observée dans les
récoltes cultivees dans les sols contaminés avec de faibles teneurs en métaux lourds
(Oncel et al., 2000 ; Chen et al., 2003). De méme le cadmium affecte la production
de biomasse (Mendelssohn et al., 2001; Wu et al., 2003) est réduit le rendement
(Leita et al., 1991). Cependant, I'etude de Klang-Westin et Perttu (2002) a montré
une augmentation dans la biomasse de deux clones de Salix (saule) qui résultait de

l'utilisation de fertilisants renfermant du cadmium.

3.9. Effet du Cadmium sur la photosynthése : Le Cadmium est un inhibiteur
effectif de la photosyhthése (Farago, 1994, Prasard 1995, Chugh et Sawhiney,
1999, Szalontai et al., 1999, Chen et al., 2003). Dans le poivrier, il inhibe
significativement la photosynthése a la concentration de 0,125Mm (Léon et al.,
2002). Le cadmium inhibe la biosynthése de la chlorophylle dont la teneur totale
est réduite (Hegedus et al., 2001) ainsi que le rapport chlorophylle a/b. En fait cette
diminution dans la teneur en chlorophylle totale est observée ainsi dans les algues
vertes (Englena  gracilis). Dans l'orge le cadmium affecte I'étape finale de la
formation de la chlorophylle en inhibant la photochlorophyllide réductase (Farago,
1994).

Le Cadmium peut interagir avec la protéine du complexe collecteur de la
lumiere (LHC-I1) (Chugh et Sawhney, 1999) comme il altére le contenu de la plante
en acide gras specifique (phosphatidyl glycérol Trans. hexadécénoique)
considéré comme étant responsable de I'oligomérisation du complexe

chlorophyllien.

En plus, le cadmium inhibe la transpiration d'une part, par la fermeture des
stomates qui deviennent plus résistants y compris a l'absorption du CO,, de méme
I'infection des mésophiles aboutit a la réduction de la photosynthése (Prasard,
1995); dautre part, I'inhibition de la transpiration et due a la réduction de la
croissance des cellules foliaires et de la surface des feuilles. In Vitro, I'exposition

des chloroplastes d'épinard isolés a 10uM de cadmium entraine une inhibition de
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62% de la fixation du CO, tandis qu’in vivo l'inhibition enregistrée n'est que de

34% lorsque la concentration du cadmium atteint 450uM.

Au niveau des biomembranes, il a été démontré que le cadmium n'a pas
d'effets sur les constituants lipidiques et protéiques (Szalontai et al., 1999) ni
d'interactions avec les réactions photochimiques du systeme membranaire des
thyllacoides (Prasad, 1995). Le transport des électrons semble, aussi insensible au

cadmium.

Diverses études réalisées sur les algues, la tomate et I'haricot montrent que
le photosysteme Il est la premiere cible du cadmium (Krupa et al., 1993,
Skorzynska-Polit et Baszynski, 1997) alors que Szalontai et al., 1999 ont montré
que le Cadmium n'a pas d'effets significatifs sur le photosystéeme. En effet, le PS I
des chloroplastes isolés et exposés a 0,2mM de cadmium est inhibé a 46% (Chugh
et Sawhney, 1999). Cependant, selon les mémes auteurs l'activité du PSI est aussi

altérée.

Au niveau métabolique, plusieurs réactions du cycle du Calvin sont
inhibées, le site d'action du Cadmium étant I'étape de la carboxylation et/ou la phase
régenérative de ce cycle; par conséquent, le métabolisme des carbohydrates est
perturbé, (Costa et al., 2002) ainsi que d'autres activités métaboliques telles que la

phosphorylation, la production et les besoins en ATP (Farago, 1994).

3.10. Effet du Cadmium sur la respiration : Le Cadmium est connu comme
inhibiteur de la respiration et de certaines enzymes particulieres telles que les
enzymes NADH-dépendantes, le complexe de cytochromes bc; et la succinate
déshydrogénase (Kesseler et Brand, 1994 b). Des études réalisées durant les
années 70 ont révélé qu'in Vitro plusieurs ions métalliques sont des inhibiteurs
effectifs du transport électronique dans la chaine respiratoire mitochondriale dont le

dernier (NADH-oxydase) serait spécifiqguement inhibé par le cadmium.
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In Vivo, le cadmium simule la respiration des plantules de soja, cet effet
attribué a la production d'ATP par phosphorylation oxydative, est d a la réduction
photophosphorylation (Farago, 1994). Cependant, d'autres études ont porté sur
I'impact du cadmium sur la respiration des mitochondries de pomme de terre par
Kesseler et Brand (1994 a et b). Elles révélent une modification de la régulation de
la phosphorylation oxydative donc du taux de respiration a des concentrations
supérieures a 20uM. Elles démontrent que le cadmium inhibe I'oxydation des
substrats, la synthese de I'ATP et toute la chaine respiratoire. Par contre, la
cadmium stimule la fuite des protons a travers la membrane mitochondriale et il a

un effet négligeable sur les réactions de phosphorylation.

En 1995, Chugh et Sawhney ont montré que le cadmium inhibe l'activité
respiratoire des grains de pois en phase de germination a partir de 0,25mM et il
I'abolit totalement almM. Selon Prasad et al., (2001), le cadmium affecte la
respiration et tous les échanges de I'oxygéne d'une plante aquatique vasculaire

(Lemna Frisulea L.) a des concentrations supérieures a 5 mM.

3.11. Relation Cadmium — Eau sur le plan racinaire : Le cadmium réduit
I'absorption et le transport de I'eau (Gouia et al., 2000) vers les autres parties de la
plante; cette perturbation est due principalement a la réduction de la croissance
racinaire et elle entraine une dégradation de la paroi cellulaire dans le xyleme et une

perte d'éclat de toute la plante.

Généralement, le cadmium réduit la tolérance des plantes envers le stress
hydrigue a la suite d'une diminution de [I'élasticité: des parois cellulaires en
aboutissant a une perte de turgescence ; chez le blé dur, le cadmium réduit le
potentiel d’eau ainsi que le potentiel de turgescence sans affecter la teneur relative
en eau (Milone et al., 2003). En fait, le cadmium influe sur la transpiration par
action sur le flux d'eau a travers les racines beaucoup plus que son effet sur

I'ouverture des stomates.

30



3.12. Effet du Cadmium sur lesenzymes: Le Cadmium exerce sa toxicité
sur les enzymes par oxydation des groupements sulfhydryle (SH) nécessaires pour
I'activité catalytique ou par substitution des autres cations divalents dans les

métalloenzymzes (Farago, 1994).

- Effet inhibiteur : In Vitro le Cadmium inhibe I'activité de certaines enzymes telles
que la malate déshydrogénase de Slene cucublus, la NADPH-oxydoréductase et
certaines enzymes du cycle de calvin comme la glycéraldéhyde-3-P-Kinase et la
ribulose-5-P-Kinase dans les protoplastes des mésophiles de Valerianella Locusta
(Farago, 1994) ; ainsi que l'activité des enzymes du chloroplaste : la rubisco d'orge,
la fructose 1-6 diphosphate carboxylase, la phosphorubilo kinase, I'anydrase

carbonigue du soja et de la protochlorophyllide réductase.

Chugh et Sawhney, (1995) montrent que les a et f amyloses des graines de
pois, inhibées dans une solution contenant 0,25mM de cadmium sont inhibées a
3éme

partir du jour. Chez I'haricot, le cadmium inhibe l'activité du glutamate

synthése et la nitrate réductase (Gouia et al., 2000).

Dans les feuilles de tournesol, les activités de I'ornithine décarboxylase et
I'arginine décarboxylase sont inhibées par le cadmium, de méme que la diamine

oxydase dans les feuilles de blé (Groppa et al ., 2003).

- Effet stimulateur : le Cadmium stimule la malate déshydrogénase de soja et celle
de I’haricot, I'arginine décarboxylase et I'ornithine décarboxylase dans les feuilles
de blé ainsi que la Mg®* ATPase des membranes plasmiques des pousses de riz
apres application de 0,5mM de cadmium pendant 10 jours. Cette méme enzyme est
inhibée dans les racines de mais ; In Vitro, dans les racines de Agrostis tenuis, ceci
est dii & l'inhibition compétitive du Mg®*-ATPse en réduisant la concentration du
substrat Mg-ATP (Farago, 1994).
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Chez I'haricot, le Cadmium stimule aussi certaines enzymes telles que la
glutamate  déshydrogénase, la  glucose-6-P-déshydrogénase,  l'isocitrate
déshydrogénase et certaines enzymes hydrolytiqgues comme la ribonucléase, la

désoxyribonucléase et la phosphatase acide (Prasad, 1995).

3.13. Effet du Cadmium sur certains paramétres biochimiques : Les
perturbations enzymatiques imputables au cadmium s'expriment dans la plante par
l'accumulation et/ou la réduction de certains paramétres biochimiques dont
quelques uns sont connus comme étant bio marqueurs de stress. Chez I'haricot, des
concentrations de 1 a 2,5mM le Cd (NOs), réduisent légérement le poids du (PS)
des tiges et significativement celui des racines tandis que cet effet ne devient
remarquable dans les feuilles qu'a des concentrations supérieures a 2mM (Leita et
al., 1991). Les travaux de Costa et Morel (1994) montrent une diminution du PS
chez une culture cellulaire de lupin traitée par 0,1uM de Cd NO;. Oncel et al.,
(2000) de leur part ont montré que CdCl, augmente le pourcentage du PS des
racines et des tiges du blé tendre & des concentrations supérieures & 0,1mM;

résultats contradictoires avec ceux obtenus par Zhiang et al., (2002).

Concernant les produits métaboliques, d'une part, le cadmium augmente la
teneur de certains tels que : le raffinose, le mannose et I'nydroxyproline dans une
culture cellulaire de lupin traitée par 1uM de Cd NOs;. Chez le blé le cadmium
augmente la teneur en phénols totaux et la proline libre a des concentrations
supérieures a 0,1mM de CdCl,, ainsi que la teneur en putrescine et la production
d'éthylene dans les feuilles. L'accumulation de la proline libre a été observée aussi
dans les racines de la carotte et de radis a des concentrations supérieures a 20mg/Kg
de CdSO, (Chen et al., 2003).

D'autre part, le cadmium induit la diminution de la teneur en putrescine et
en spermidine dans les feuilles de tournesol ainsi que la teneur en spermine dans

les feuilles de blé.
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3.14. Cadmium et stress oxydatif : Le stress oxydant est représenté par les
dommages au niveau des membranes cellulaires et subcellulaires dues aux
interactions des formes réactives de l'oxygéne (ROS), issus du métabolisme
respiratoire avec les acides gras insaturés des membranes qui se transforment en
produits hydroperoxydes pouvant promouvoir une chaine de réactions avec les
autres constituants de la cellule. Ces réactions sont appelées "peroxydation
lipidique". Dans les conditions normales le taux de production des formes réactives
"ROS" est faible. Neanmoins, les cellules végétales en milieu aérobie sont pourvues
d'un systeme antioxydant efficace, comprenant plusieurs mécanismes enzymatiques
et non enzymatiques dont l'induction ou I'inhibition, utilisées en tant que bio

marqueurs du stress oxydant (Lagadic et al., 1997).

Les ETM connus comme ayant une grande affinité pour les groupements
sulfydryle et carboxyle a cause des propriétés physico-chimiques de leurs cations,
peuvent induire une peroxydation lipidique des membranes et un stress oxydant
directement ou indirectement. L'effet indirect est a I'origine des interactions des

métaux avec les processus biochimiques d'oxydoréduction.

3.15. Peroxydation lipidique et effet sur les membranes : Des études "in vivo et
in vitro" ont montré que le cadmium est "un stresseur oxydant" ; il augmente
I'activité de la peroxydation lipidique, dans tous les organes de la plante, méme a
des concentrations modeérées (Chaoui et al., 1997; Piquears et al., 1999; Shah et
al., 2001).

3.16. Bio marqueurs non enzymatiques du stress oxydant :  Certains
biomarqueurs indiquent qu'il y a stimulation de la peroxydation lipidique, cas de
I'accumulation de H,0, dans les racines du peuplier exposé a 50uM de cadmium
(Schitzendubel et al., 2002) et dans une culture cellulaire de tabac By2 traité par
0,5mM de cadmium (Piquears et al., 1999). L'augmentation de la teneur en
peroxydes lipidiques et en anions superoxydes a été observée chez le riz exposé a

0,5mM Cd (Nos), (Shah et al., 2001).
33



Le malonyldialdéhyde (MDA) principal biomarqueur s'accumule dans les
feuilles de riz, dans celles de I'orge traité par 1 et 5mM de cadmium (Wu et al.,
2003) et dans les racines de la carotte et du radis a des concentrations supérieures a
20mg/Kg de CdSO.,.

- Peroxydases (POD) : L'induction des peroxydases en particulier le gaiacol-
peroxydase et I'ascorbate-peroxydase a été observee dans les feuilles et les racines
de différentes especes végetales cultivées en présence de cadmium (Sbartai et al.,
2008). C'est le cas de la laitue, du poivrier traités par 0,5mM Cd (No3), (Léon et al.,
2002) ou encore la tomate (Sbhartai, 2008). Il en est de méme pour certaines céréales
telles que le riz, I'orge (Hegeds et al., 2001) et le blé dur (Milone et al., 2003).

Chez certaines légumineuses comme le soja, l'augmentation de l'activité
des peroxydases et de certains enzymes hydrolytiques sous l'effet du cadmium
constitue une réponse de sénescence accélérée. Chez I'haricot, l'induction des
peroxydases par le cadmium est associée avec l'apparition de deux isoenzymes

anioniques dans les racines et les feuilles primaires (Lagadic et al., 1997).

Néanmoins, le cadmium peut inhiber l'activité des peroxydases dans
d'autres especes végétales comme le peuplier les racines et les cultures de carotte et
de radis exposées a des concentrations allant de 20 a 100mg/Kg Cd SO, (Chen et
al., (2003). Cette inhibition a été testée par Key Hani et al., (2003) aprés
incubation de la peroxydase de raifort dans 1mM cadmium. Les résultats obtenus
affirment que le cadmium peut étre un inhibiteur non compétitif ou un inhibiteur
mixte de I'enzyme qui change de conformation aprés liaison avec 3 ions de Cd**. En
fait, le Cadmium inhibe 50% de la peroxydase du raifort & une concentration égale a
4,17mM (ISMAC, 1970).

- Superoxyde dismutase (SOD) : Comme les peroxydases, le superoxyde dismutase
est stimulé dans les feuilles de nombreuses especes végetales telles que le riz,
I'orge, le tabac. Selon Vitoria et al., (2001) plusieurs isoenzymes de superoxyde

dismutase apparaissent dans les feuilles de radis aprés exposition du chlorure de
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cadmium. Les superoxydes dismutases peuvent étre inhibées sous I'effet du
cadmium dans le peuplier, les graines de mangue et dans les racines et les feuilles
de blé dur (Milone et al., 2003). Leur activité est Iégerement déprimée chez le

poivrier.

D'apres Lagadic et al., (1997) le cadmium inhibe presque completement
I'activité de CuZu-SOD chez I'haricot a cause de la déeficience de zinc induite par le

cadmium et cela sans affecter I'activité totale de superoxydes dismutases.

- Catalase (CAT) : L'induction de cet enzyme a été observée dans les feuilles et les
racines de radis, chez le riz et dans feuilles d'orge (Wu et al., 2003). Par contre
I'activité de la catalase est inhibée par le cadmium dans les feuilles de haricot, les

graines de mangue, le peuplier et les racines et radis (Chen et al., 2003).

3.17. Effet du Cadmium sur le cycle du glutathion : La stimulation du glutathion
réductase a été notée chez le poivrier traité avec 0,5 mM CdClI, (Léon et al., 2002)
et dans les feuilles et les racines de radis accompagnée de l'activation du cycle de
I'ascorbate-glutathion afin d'assurer la disponibilité de ce dernier (Vitoria et al.,
2001).

Par contre chez les racines de mais (Rauser, 1987) la concentration du
glutathion diminue. Ce résultat explique Farago (1984) est dd a la formation des
complexes stables par le cadmium avec le glutathion ce qui perturbe
I'interconversion de sa forme oxydée vers la forme réduite en diminuant ainsi le

taux de cet antioxydant dans les cellules.

- Production de phytochelation (PC) : La production de PC en présence de
cadmium coincide avec la diminution des taux de GSH (Cobbett, 2000). En fait le
Cadmium est meilleur activateur de la synthése des PC in Vitro. Chez le riz, la
serine-PC est la forme prédominante de PC des plantes exposées au cadmium (Stolt
et al., 2003).
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Au niveau cellulaire, une fois a l'intérieur de la cellule, le cadmium active
la métabolisme du soufre et la production de PC (Liu et Kottke, 2003) ensuite il se
lie aux groupements thiols des résidus cystéine des PC en formant des complexes
stables (PC-Cd) qui sont 1000 fois moins toxiques pour les enzymes de la plante
que I'ion libre Cd*". Les complexes PC-Cd sont transportés et séquestrés dans les
vacuoles ou le cadmium se détache des PC et se lie a des acides organiques tels que
le citrate et malate. Enfin, les PC libres retournent vers le cytoplasme afin de fixer

d'autres ions cadmium (Liu et Kottle, 2003).

Cependant le fait qu'il y a des especes vegétales sensibles au cadmium
revient au déficit en PC syntaxe. Cette déficience naturelle a été observée chez
Vigne angularis dont les racines sont plus sensibles a des concentrations < a 10uM
de cadmium, par contraste avec la tomate, comme espece tolérante au cadmium en
accumulant des taux considérablement élevés de PC (Inouhe et al., 2000, Sbartai et
al., 2008).

4. LeCalcium:

Le Calcium est un élément tres abondant dans les sols et il est rare de
trouver des sols déficients en cet élément (Farago, 1994). Sa teneur dans la crodte
terrestre est de l'ordre de 35¢g/Kg (Chappuis 1991). Le Calcium est en outre un
oligo-élément trés important pour la vie des veégétaux ; son déficit peut aboutir a des

malformations des parties en croissance.

4.1. Teneur en calcium intracellulaire : Dans les plantes supérieures, le calcium
peut constituer 10% du poids sec avec des fruits matures. Sa teneur dans les
cellules est relativement grande mais la majorité (60%) est soit liée aux parois
cellulaires, (Farago, 1994) soit stockée dans les divers organites (Alberts et al.,
1999). En fait il y a un total de 1- 2mM de calcium principalement lié a des
protéines et a d'autres substances qui ne peuvent pas quitter la cellule. La

concentration du Ca** libre est maintenue basse au voisinage de la cellule, 100 nM
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(Alberts et al, 1999; Callen, 1999; Robert et Roland, 1998 et White, 2000) par
rapport a celle du liquide extracellulaire; 1-2mM, alors qu'elle est de l'ordre de 0,1-
100mM dans le réticulum endoplasmique, dans la paroi et dans la vacuole. Les
vacuoles des cellules matures sont les principaux stocks et la source majeure du
calcium intracellulaire (White, 2000; Sanders et al., 2002).

Le Calcium se trouve aussi combiné avec des acides organiques comme
I'acide oxalique, qui est un meétabolite toxique soluble converti en oxalate de
calcium (COO;) Ca insoluble et cristallin (Farago, 1994) par cristallisation
spontanée en présence de l'air Ca’* (Robert et Roland, 1998). Les oxalates de
calcium sont localisés le plus souvent dans les vacuoles en particulier celles des
parenchymes et des tissus conducteurs. Chez certaines espéces, le calcium peut étre
sous forme de cristaux de calcite (CO3 Ca) dans les parois de divers bois ou sous

forme d'accumulations pariétales de carbonate de calcium Ca (HCO3),.

4.2. Rbles du Calcium : Le Calcium est le composant le plus connu des voies de
transduction des signaux. Dans les plantes supérieures, le Calcium est consideré
comme un second messager couplé a une gamme trés large de stimuli
extracellulaires  abiotiques (lumiére, température, contact, secheresse, stress
hyperosmotique et stress oxydant) ou biotiques (hormones, acide obscissique ABA,
Gibberelline et les facteurs de modulation), (Geisler et al., 2000; White, 2000;
Sanders et al., 2002). 1l peut par conséquent activer et contrbler plusieurs processus
cellulaires tels que I'élongation, la division cellulaire, le métabolisme, le transport et

la sécrétion.

Les signaux extracellulaires provoquent un changement transitoire et rapide
de Ca?* cytoplasmique & cause de l'ouverture transitoire de canaux ioniques
perméables au calcium dans les systemes membranaires permettant le passage de
10% ions Ca®* par seconde et par canal générant ainsi un signal calcium. Ce dernier
est un flux de Ca®* dans le sens décroissant de son gradient électrochimique. 1l

déclenche des modifications au niveau des protéines cytoplasmiques par effet
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indirect réalisé par d'autres protéines de transduction.

Parmi les proteines cytoplasmiques, la plus ubiquiste est la calmoduline qui
aprés liaison au Ca®*, modifie sa conformation et devient capables de se lier & une
grande variété de proteines cibles ; ceci résulte de la modification de leurs activités.
La calmoduline est présente aussi dans la membrane plasmique et les spheres

endomembranaires (Geisler et al., 2000).

L'expression des stress environnementaux sur la plante entiere, en
particulier les stress ioniques dépend du calcium qui affecte rigoureusement la
perméabilité de la membrane cytoplasmique Le calcium peut avoir aussi un role
dans l'assemblage correct des protéines au niveau du réticulum endoplasmique
(Geisler et al., 2000).

4.3. Transport du Calcium : Le Calcium pénétre dans les plantes
passivement et seulement par les bouts des racines. Les mouvements
transmembranaires de calcium sont assurés par des canaux perméables au Ca*
(CPC) intégrés dans les membranes grace auxquels le gradient électrochimique du

calcium libre est maintenu (Collen, 1999) d'otl I'héméostasie du Ca®* (White, 2000).

4.3.1. Canaux Perméables au Calcium (CPC) : Les CPC sont localisés dans la
membrane plasmique, le tonoplaste, le réticulum endoplasmique, le chloroplaste et
la membrane nucléaire (Sanders et al., 2002). Les CPC ont été envisagés selon des
approches électrophysiologiques biochimiques et moléculaires (White, 2000). Selon
leurs activités et leur dépendance du voltage, les CPC sont classés dans 3 catégories
- CPC activés par depolarisation de la MB (DACC).
- CPC actives par hyperpolarisation de la MB (HACC).

- CPC insensibles aux voltages.
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4.3.1.1. Les DACC : llIs sont presents dans les cellules racinaires, feuilles et
cultures cellulaires. Ils induisent 'augmentation de Ca?* cytoplasmique mais leur
action dépend de la dépolarisation de la MB plasmique. Ils jouent un rdle dans la
croissance des poils absorbants et I'acclimatation des plantes aux variations
thermiques (White, 2000).

4.3.1.2. Les HACC : llIs reglent la turgescence, les stomates et la traduction des
stress mécaniques. lls jouent un r6le dans le maintien de la polarisation des
systémes en croissance (Sanders et al., 2000). Ils peuvent aussi étre stimulés par
H,0, aboutissant & l'augmentation de Ca®* cytoplasmique, alors que leur activité
diminue lorsque le milieu extracellulaire devient acide : de pH 7 a pH 5 (White,
2000).

4.3.1.3. CPC delavacuole: lls sont situés au niveau de la MB vacuolaire, certains

sont voltage dépendants et les autres sont ligand-dépendants (Sanders et al., 2002).

4.3.1.4. Canaux voltage-dépendants: Il existe 2 types : des canaux dépendants de
la dépolarisation de la membrane et des canaux dépendants de son
hyperpolarisation : 1ls sont appelés Canaux SV (Slowley Vasular Channels) ils sont
activés par l'augmentation de Ca®* cytoplasmique au-dessus du seuil

physiologique. Les canaux SV sont perméables & Ca®*, Mg®*, K*, Na?*.

4.3.15. Les CPC du réticulum endoplasmique : La membrane du réticulum
endoplasmique renferme deux types de CPC :

- Canaux voltage-dépendants (Sanders et al., 2002).

- Canaux ligand-dépendants : inositol triphosphate (IP3), ADP ribose
cycligue (CADPR) et acide adénine dinucléotide phosphate nicotinique (NAADP)
(Sanders et al., 2002).
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4.3.1.6. CPC de chloroplaste : situés au niveau des thyllacoides. Ils sont
perméables aux Ca®, Mg ?*, K*. Leur rdle physiologique consiste & fournir
mouvements compensatoires durant I'épuisement des protéines H* a la lumiére
(White, 2000).

4.3.1.7. CPC de la membrane nucléaire: lls sont actives par hyperpolarisation de
la membrane lorsque Ca** dans I'espace préliminaire s'approche de 1uM mais ils
sont insensibles aux changements de Ca ?*, cytoplasmiques. Les CPC jouent un réle

dans la régulation des processus nucléaires (White, 2000).

4.3.2. Les pompes a calcium (Ca*" - ATPase) : IIs appartiennent & la super famille
des ATPases de type P, qui forment des intermédiaires enzymatiques phospho-
aspartate durant le cycle réactionnel (Geisler et al., 2000). Elles utilisent
directement I'ATP pour la translocation des ions et sont dotées d'une grande affinité

pour le calcium (Geisler et al., 2000).

Les Ca**- ATPases permettent les variations spatiotemporelles des Ca*,
maintiennent les fonctions du second messager du calcium dans la transduction
des signaux, catalysent les échanges nutritionnels et déterminent le repos
physiologique de la cellule végétale (White, 2000). Ils sont responsables du
maintien de l'activité de protéines impliquées dans I'adaptation au stress (Geisler
et al., 2000).
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2.3.3. Systémes antiport H+/Ca*" : Les cellules végétales  utilisent
principalement un gradient électrochimique transmembranaire de protons (APuH")
afin de permettre le transport des solutés (Alberts et al., 1999). Dans le cas du
calcium, le calcium libre traverse les membranes grace a un systéme d’antiport H+/
Ca®* consommateur d'énergie (ATP). Les antiporteurs H+/ Ca®* qui sont localisés
dans la membrane plasmique et le tonoplaste (Robert et Roland, 1998; Sanders et
al., 2002) favorisent le transport du calcium et sa séquestration dans le
compartiment endomembranaire par le maintien d'une force motrice de protons.
Ceci explique les observations obtenues sur les racines de plusieurs espéeces au
niveau desquelles, I'absorption du Ca®* est trés stimulée par I'ATP et directement

liée a I'importance du gradient de pH.

Les antiports H*/Ca** appelés aussi pompes & protons, permettent
d'expulser uniquement les protons (Collen, 1999) afin de garder un pH acide dans le
milieu environnant de la cellule et a lI'intérieur de la vacuole et un pH neutre dans le

cytoplasme.
5. Lesinteractions Cadmium/Calcium:

Dans le sol, le cation Ca * est un compétiteur vis-a-vis des métaux toxiques
et l'augmentation de sa teneur dans la solution réduit I'absorption des métaux
comme le cadmium par les plantes (Bourrelier et al., 1998; Herrieche, 2004).

Des observations faites sur les racines de la betterave montrent que les

effets toxiques dus a l'action du cadmium ressemblent aux symptdmes du déficit en
calcium (Skorzynski-Polit et al., 1998).
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Dans la cellule végétale, le cadmium emprunte les voies de transport du
calcium et peut ainsi le déplacer. Un canal de type DACC de la membrane
plasmique est bloqué par la présence de 0,1mM de cadmium dans le cytoplasme
dans une culture cellulaire de tabac alors que des concentrations micromolaires de
cadmium peuvent bloquer les canaux voltage dépendants du réticulum

endoplasmique, ce qui perturbe I'homeostasie du calcium (Piqueras et al., 1999).

6. LesMitochondries;

Les mitochondries sont des organites intracellulaires pourvus d'une double
membrane, elles sont probablement issues d'un phénomene de symbiose entre une
bactérie pourpre (a-protéobactérie) et une cellule protoeucaryotique (une bactérie
anaérobie slrement proche des archaebactéries) (Gray and Doolittle, 1982). Cette
symbiose permet a la cellule héte de vivre en conditions aérobies grace a

I'acquisition de la respiration.

6.1. Larespiration mitochondriale: La respiration aérobie est le processus de
transfert des électrons du NADH ou FADH, sur I'O, moléculaire. Le NADH et le
FADH, sont produits lors de la glycolyse et/ou du cycle de Krebs (ac.citrique). Ces
deux mécanismes utilisent les acides organiques et autres composés résultant de la
dégradation des sucres ou de l'amidon. La respiration, qui se déroule dans les
mitochondries, produit un gradient de protons qui est utilisé pour la synthése d'ATP

lors de la phosphorylation oxydative.

6.2. Glycolyse : Ce cycle fait appel a des enzymes qui dégradent les Cq en pyruvate
(C3). Certaines de  ces enzymes, sont fonctionnellement associees aux
mitochondries végétales (Giegé et al., 2003). L'oxydation des Cg produit du NADH

et de I'ATP. Ce pyruvate est importé dans la matrice mitochondriale.
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6.3. CycledeKrebs: Ou Cycle des C; il se déroule dans la matrice
mitochondriale et fait intervenir 8 enzymes. D'abord, le pyruvate est oxydé et
décarboxylé par la pyruvate déshydrogénase pour former du CO,, de I'acétyl COA
et du NADH. L'acétyl COA entre dans le cycle par l'intermédiaire de l'acide
citrique synthase qui transfere le groupement acétyl sur I'acide oxaloacétique pour
synthétiser l'acide citrique. Il s'en suit une série de déshydratation oxydations,

décarboxylations qui conduisent a la régenération de I'acide oxaloacétique.

6.4. Le Transfert des électrons: Le transfert d'électrons a lieu au niveau de la
chaine respiratoire, localisée dans la membrane mitochondriale interne. Elle est

composee de 04 complexes multiprotéiques (1 a 1V ; Figure 2).

Intermembrane
space

: :ATP
External NAD{PIH synthase

| dehydrogenase

Complex IV
Complex I ﬂu“%m Alternative | g o
e @\ 7 [Comptex 1
Complex 1T -u.
] l l
Matrix @ o
H;0 H,O
1 0 2
Succinate e
[ Rotenone-
HADHE g | insensitive _
e | bypass ADE + @By

Figure 2 : Représentation schématique de la chaine de transfert des électrons de la
membrane mitochondriale interne (Buchanan et al., 2000).
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Les substrats de la chaine respiratoire sont le NADH au niveau du
Complexe | et le FADH, produit au niveau du Complexe Il lors de I'oxydation du
succinate en fumarate. Les complexes | et Il transferent les électrons au pool
ubiquinone. Celle-ci réduite en ubiquinol achemine les électrons vers le complexe
I11 qui les transferent vers le cyt. c. Au niveau du complexe 1V les électrons sont
utilisés pour réduire I'O,. Les transferts des électrons sont accompagnés au niveau
des Complexes I, Il et IV par une expulsion de protons dans I'espace
intermembranaire. Le gradient de protons crée est alors utilisé au niveau du

Complexe V pour synthétiser I'ATP.

6.5. Particularités des mitochondries végétales : Les mitochondries
végétales existent dans les cellules  qui contiennent des chloroplastes qui
sont capables de produire de I'ATP et de nombreux substrats de la respiration. Elles
ne peuvent pas fuir les stress environnementaux, et nécessitent une grande quantité
de précurseurs pour la synthese de métabolites primaires et secondaires. Elles photo
respirent (Mackenzie and Macintosh , 1999). Ainsi les mitochondries vegétales ont
donc développé des systemes qui permettent de court-circuiter la voie des

cytochromes. Tous ces mécanismes sont tres peu connus a I'neure actuelle.

6.5.1. NAD (P) H déshydrogénasesinsensibles a la roténone : En plus de
la NADH deshydrogénase présente dans le complexe CI de la chaine respiratoire, il
existe au niveau de la membrane interne, 4 NAD (P)H déshydrogénases, deux
"externes" (orientée vers l'espace intermembranaire) et deux "internes" (orientées
vers la matrice (Moller, 2002). Ces déshydrogénases oxydent la NADH ou le
NADPH et transférent les électrons au pool ubiquinone mais elles ne contribuent
pas au gradient de H" Les déshydrogénases "internes" ont une plus faible affinité
pour le NADH que le complexe | ainsi elles ne fonctionnent que lorsque la

concentration en NADH dans la matrice est élevée.
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L’ activité des déshydrogénases "Externes” dépend fortement de la présence
du calcium. En plus ces enzymes peuvent influencer la balance redox du pool de
nucléotides pyrimidiques cytoplasmiques (Le rapport NAD (P)" /NAD(P) H) et

ainsi elles peuvent influencer de nombreuses réactions cytoplasmiques.

6.5.2. Voie de l'oxydase alternative : Une voie alternative comportant une
oxydase terminale qui transfére directement les électrons de l'ubiquinol a I'oxygéne
moléculaire est présenté dans les mitochondries végetales, d'algues, de

champignons et de certains protozoaires (Vanlerberghe et al., 1995).

Cette voie ne génére pas de gradient de protons, elle ne produit donc pas
d'’ATP mais elle a un role de régulation. Elle est activée lorsque la voie des
cytochromes est saturée (augmentation des rapports ATP/ADP et NADH/NAD™).
Normalement, des rapports ATP/ADP et NADH/NAD™ trop élevés entrainent un

ralentissement du cycle de I'acide citrique.

Lorsque la voie alternative est activée, elle permet d'éviter le
ralentissement. Le cycle de l'acide citrique tournera donc essentiellement pour
fournir des précurseurs pour la synthese de métabolites. Ainsi, la voie alternative et
le cycle de Krebs travaillent en tandem pour fournir un nombre plus important de

molécules carbonées nécessaires a la plante.

6.5.3. Importance des protéines dans les mitochondries : Les complexes
respiratoires sont composés d'un grand nombre de protéines, seules 16 sont
produites dans la mitochondrie chez Aradopsis Thaliana (Unseld et al., 1997); les
autres sont importées du cytoplasme. La mitochondrie comporte plusieurs centaines
de protéines différentes. L'importation des protéines dans les mitochondries a été
essentiellement étudiée chez la levure mais les mécanismes mis en ceuvre semblent

bien conserveés dans le régne des eucaryotes (Wiedemann et al., 2004).
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6.6. Implication des mitochondries dans le stress oxydatif desROS: La

chaine respiratoire est une source importante de ROS et de ce fait elle est
impliquée dans la genése de la plupart des pathologies. Il est estimé que dans les
conditions normales 4% de I'O, consommé est incomplétement réduit en

superoxyde.

Dans la mitochondrie, il existe 9 sites responsables de cette production.
Parmi ces sites, les complexes | et Il jouent un rdle tres important dans la
production de ROS (Morin et al., 2004; Andreyev et al., 2005).

6.7. Mitochondries, Apoptose et Nécrose : La mort cellulaire programmée est
connue comme un événement essentiel dans le fonctionnement des organes
pluricellulaires : c'est l'apoptose. C'est un processus spontané qui permet le
renouvellement cellulaire, ainsi si la mitose permet le renouvellement cellulaire,
I'apoptose induit la disparition des cellules,

(Kerr et al., 1972) ; (Vaux and Korsmeyer, 1999).

Cependant, I'apoptose indispensable au renouvellement cellulaire est dans
certains cas perturbée et peut dans ces cas la conduire a la disparition de population
de cellules (genése de différentes maladies) ou carrément devenir défaillante ce qui
favorise l'existence de cellules anormales et conduire a I'apparition de maladies

aSSeZz graves.

Il existe 2 types de mort cellulaire sur le plan biochimique et
morphologique, lI'apoptose et la nécrose.
- La nécrose : Phénomene qui se traduit par la dégradation de la structure
membranaire avec destruction des fonctions mitochondriales. Ainsi apres rupture
de la membrane plasmique (générant une destruction massive des gradients
osmotiques et ioniques), I'eau et les différents électrolytes pénétrent dans la cellule
ce qui provogue son gonflement accompagné d'une entrée massive des molécules

extra cytoplasmiques.
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Ainsi on assiste a un dysfonctionnement des mitochondries et une
disparition de I'ensemble des organites cellulaires dans le cytoplasme (Figure 3).
Ceci est suivi par une degradation de I'ADN, (Dong et al., 1997). Les cellules
nécrosées secrétent des substances inflammatoires spécifiques des nécroses qui
vont participer a la production de débris cellulaires qui seront phagocytés par les

cellules immunitaires (Kagiyama et al., 1989; Kroemer, 1998).

Facteurs chimiques \
Facteurs mécaniques —

.:> — @)@i

Gonflement cellulaire

Rupture de la membrane plasmique
Libération du contenu cellulaire

Figure 3 : Schéma général des changements morphologiques des cellules durant la
mort cellulaire par voie nécrotique.

- L'Apoptose : Phénomeéne de mort cellulaire spécifique et assez particulier,
durant lequel, la cellule commence d'abord par s'isoler et coupe tout contact avec
les autres cellules avoisinantes. Son noyau et son cytoplasme se condensent ce qui
fait réduire son volume. Le cytoplasme se remplit par la suite de vacuoles et la
membrane plasmique bourgeonne et se fragmente en plusieurs corps apoptotiques.
(Figure 4).
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Figure 4 : Schéma général descriptif des changements morphologiques des cellules
durant la mort cellulaire par voie apoptotique. [http : medidacte.timone.univ-
mrs.fr/webcours-biocell/biopath_cell/prion/apoptose.jpeg.].

Les corps apoptotiques sont par la suite reconnus par les phagocytes qui
vont les éliminer. Durant ce phénomene assez rapide (quelques heures). La
mitochondrie n'est pas lysée ce qui tend a rapprocher les 2 phénoménes apoptose et

nécrose (car une cellule apoptotique peut finir en cellule nécrotique).

L'Apoptose peut étre induite par divers facteurs (Facteurs de croissance,
hormones, réduction, produits chimiques, xénobiotiques, ROS, etc...). Deux voies
sont responsables de la transduction des signaux regus, une voie utilise des
récepteurs de la mort et une voie mitochondriale. Les 2 voies utilisent une série de
familles de protéines appelées caspases qui sont responsables des altérations
morphologiques de la cellule (Amara et al., 2005; Lahouel, 2006; Claes, 2008).

Une troisieme voie existe aussi, elle est indépendante des caspases et

récemment mise en évidence. Elle implique la mitochondrie et un facteur porté par
AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Susin et al., 2000; Cande et al., 2002).
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7.0bjectif du travail:

Notre travail a un double objectif. Il concerne d'une part, les effets d'un
métal lourd: le cadmium sur les propriétés oxydophosphorylantes des
mitochondries isolées et purifiées de Pomme de Terre et, d'autre part, I'analyse des
effets du calcium vis a vis du cadmium et les éventuelles interactions pouvant

exister chez les mitochondries isolées.

Le premier Chapitre de notre étude est consacré a la description des
techniques qui ont été utilisées dans ce travail. Le deuxieme Chapitre est consacré
aux effets du cadmium sur le fonctionnement métabolique et enzymatique des
mitochondries isolées. Le troisiéme Chapitre concerne I'étude de interactions Ca®

/Cd™ au niveau mitochondriale.

Le dernier Chapitre est consacré une a discussion générale des différents
résultats obtenus au cours de ce travail et a une comparaison avec lI'ensemble des
travaux rapportés dans la littérature et portant sur les effets des métaux lourds a

I'échelle cellulaire et subcellulaire.
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CHAPITRE Il MATERIEL ET METHODES

Dans ce chapitre, les techniques de fractionnement et de purification de la
fraction membranaire sur gradient de Percoll sont décrites. Par ailleurs, au cours de
ce travail, il a été fait appel a une grande diversité de techniques dans le but de
caractériser les effets du Cadmium sur les mitochondries isolées et plus

particulierement ceux en rapport avec les interactions Cd* / Ca”.

1. Matériel expérimental :

Le travail a été réaliseé sur la Pomme de Terre (Solanum tuberosum L., Var

Binjte). Les échantillons proviennent du marché local.

2. Fractionnement cellulaire destissusde PommedeTerre:

La méthode utilisée pour la préparation des mitochondries de Pomme de
Terre est adaptée de la méthode décrite par Djebar (1988); (Figure 5). Les
tubercules (environ 2,5Kg) sont d'abord lavés a I'eau de robinet puis épluchés,
coupés et placés dans de I'eau distillée (4°C). Le broyage est réalisé a l'aide d'une
"centrifugeuse” a jus de fruits (Moulinex, type 140), permettant de recueillir le
broyage dans un milieu d'extraction dont la composition finale est la suivante
Mannitol 300mM, EDTA 2,5mM, cystéine 1g I'*, Sérum Albumine de Boeuf [SAB,
fraction V Sigma] 1g I*, PVP (PolyVinylPyrrolidone) 4gl* et MOPS (Acide
Morpholino Propane Sulfamide) 100mM, pH =7,0. Le volume final du milieu apres
broyage est de 2I. Apres filtration sur toile a bluter, le filtrat est soumis a une série

de centrifugations différentielles (centrifugeuse Sorvall rotor GSA).
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Une centrifugation a faible vitesse, 200g (1500rpm) pendant 5min, permet
d'éliminer les culots d'amidon. Une deuxiéme centrifugation & 1500g (3500rpm)
pendant 10min permet de sedimenter les debris cellulaires les plus lourds. Le
surnageant ainsi obtenu est centrifugé a nouveau a 8000g (8500rpm) pendant
15min. Cette centrifugation permet de séparer les mitochondries du surnageant. A
ce stade, les culots de mitochondries renferment encore  des systéemes

membranaires contaminants (réticulum endoplasmique, peroxysomes, etc...).

Chaque culot de mitochondries est repris dans 2ml de milieu de lavage dont la
composition est la suivante : Mannitol 300mM , EDTA 1mM et SAB 1I*. Le
milieu de lavage est ajustt a pH 7,2 avec du KOH 1N. La suspension
mitochondriale est ensuite lentement homogénéisée puis centrifugée a 15009
(3500rpm) pendant 5min (Sorvall, rotor SS34). Le surnageant est alors centrifugé
de nouveau a 8000g (8500rpm) pendant 10min, pour sédimenter un culot de

mitochondries brutes (MB).

La purification des mitochondries de Pomme de Terre est ainsi basée sur
I'utilisation d'un gradient discontinu de Percoll (15%, 25%, 35% et 70%) (Petit et
al., 1986). Les solutions de Percoll sont préparées dans un milieu renfermant du
mannitol 300mM et MOPS 50mM (pH 7,2). Des volumes de 2,5ml, 3ml, 4ml et
3ml de chaque solution (en partant de la plus concentrée) sont soigneusement
déposes dans six tubes de centrifugation. La suspension mitochondriale (environ
2ml) est ensuite déposée au sommet de chacun des gradients, puis soumise a une
centrifugation de 12000g (10000rpm) pendant 35min (Spinco, rotor SW 27,2).

Trois fractions membranaires et un culot sont séparés dans ce type de
gradient (Figure 6). La bande située dans la partie supérieure du gradient (interface
milieu/Percoll 15%) correspond aux microsomes. La bande située en dessous

(interface 15% / 25% correspond aux mitochondries cassees.

51



Tissus de tubercules de Pomme de Terre

l

Broyage

Filtration
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(200g x 5min)

S1 Cl

l

(1500g x 10min)

S2 C2

l

(8000g x 15 min)

S3 C3
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(15009 x 5 min)

S4 C4

l

(8000g x 15 min)

S5 C5

Mitochondries
Brutes (MB)

Centrifugation
(12000g x 35 min)

Figure 5. Schéma illustrant les principales étapes d’isolement des mitochondries de
Pomme de Terre. C : Culot ; S : Surnageant.
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Percoll (%) Fractions

15 Microsomes
25 Mitochondries cassées
35 Mitochondries intactes

Peroxysomes intacts
70

Peroxysomes cassés

Figure 6 : Purification des mitochondries de Pomme de Terre sur gradient
discontinu de Percoll. Aprés centrifugation & 12000g d’un gradient discontinu
renfermant 15%, 25%, 35% et 70% de Percoll. 4 fractions peuvent étre séparées.
Les mitochondries intactes sont situées au niveau de la zone inférieure de Percoll
25%.
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Les mitochondries intactes sedimentent sous forme d'une large bande de
couleur marron (interface 25% /35%). Enfin, une fraction de peroxysomes intacts
est arrétée a l'interface 35% / 70%. (Le culot de peroxysomes est présent au fond du
tube. La fraction contenant les mitochondries intactes est recueillie a I'aide d'une
pompe péristaltique; Elle est ensuite diluée avec de milieu de lavage puis
centrifugée a 7000g durant 10min (6500rpm, rotor GSA, Sorvall).

Les culots obtenus sont remis en suspension dans du milieu utilisé pour la
mesure de la consommation d'oxygene et dont la composition est la suivante :
mannitol 300mM, MgCl, 5mM, KCI 30mM, SAB 1g I"* et du tampon phosphate
10mM (pH 7,2). La suspension mitochondriale (1 a 1,5ml) est maintenue dans la

glace pour étre réutilisée dans les heures qui suivent.

3. Mesure dela consommation d'oxygene :

La consommation d'oxygéne liée a I'oxydation des substrats respiratoires
(succinate, malate, NADH) par les mitochondries isolées est mesurée a lI'aide d'une
électrode a oxygeéne de Clarck (Hansatech Ltd, King's Lynn, U. K.) couplée a un
micro-ordinateur Dell, auquel peut étre liée une électrode a TPP™ pour les
enregistrements simultanés de deux parametres (consommation d'oxygene et

potentiel de membrane).

Figure 7 : Electrode a Oxygene.
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Le milieu réactionnel renferme du mannitol 300mM , tampon phosphate
10mM (pH 7,2), MgCl, 5mM, KCL 30Mm SAB 1g I et 0,5 & 1mg de protéines
mitochondriales ou membranaires. La cellule en verre, (Figure 7) d'un volume
réglable de 1 a 2 ml est thermostatée a 25°C + 0,02°C. La concentration initiale en
oxygene du milieu d'électrode, en équilibre avec Il'atmosphere est de 240uM
(Estabrook, 1967).

4. Mesure des activités enzymatiques :

4.1- Catalase: L'activité Catalase (EC.1.11.1.6.):

2H,0, > 2H,0 + 02
a été mesurée a l'aide d'une électrode a oxygene selon Van Ginkel et Brown (1978)
dans un milieu renfermant : Mannitol 300mM, MOPS 50ml (pH 7,2) et 200 a
300ug de protéines membranaires. Le milieu est préalablement balayé par de I'azote
pour réduire la concentration en O,. La réaction est alors déclenchée par addition
d'eau oxygénée (H,0,) 1mM et le dégagement d'oxygene est mesuré en fonction du

temps.

4.2. Peroxydase : Les peroxydases (EC. 1. 11. 1. 7.) sont des enzymes qui
catalysent I'oxydation par des peroxydes de nombreuses substances jouant un role
de donneur d'hydrogene selon la réaction générale :
ROOH + AH, > H,0+ROH+A
Dans le cas du peroxyde d'hydrogene la réaction peut s'écrire :
H,O,+ AH, > A+ 2H,0.
Cette activité a été mesurée spectrophotometriqguement par la technique de
Chance et Maehly (1955), basée sur l'utilisation du gaiacol comme donneur
d'’hydrogene.
4 (garacol) + 4 (H,O,) - 1 (tétra garacol).
Le milieu réactionnel est composé de mannitol 300mM, MOPS 50mM
(pH7,2), garacol 20mM et 200 a 300ug de protéines membranaires. La réaction est

déclenchée par addition de H,O, 10mM et la vitesse de I'apparition du produit
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coloré de la réaction est mesurée a 470nm. Pour le calcul de la vitesse de l'activité
enzymatique, le coefficient d'extinction a 470nm du tétra- gaiacol estAE =
26,6mM™* cm™.

4.3. Lipoxygéenase:

La lipoxygénase (EC. 1. 13. 11. 12) catalyse en présence d'oxygene
moléculaire, la formation d'hydroperoxydes, d'acides gras poly insaturés,
généralement a partir de I'acide linoléique (Cyg) ou linolénique (Cyg3) (Dupont et

al., 1982) conformément a la réaction :

R-CH=CH-CH,-CH=CH-R'+ O, »> R—CH:CH—CH:CH—lCH—R'
OOH

Cette activité a été mesurée selon la méthode de Rustin et al., (1982), qui
fait appel a un dosage polarographique consistant a mesurer la consommation
d'oxygene due a l'oxydation du substrat de I'enzyme, I'acide linoléique, en présence
de la lipoxygénase. Les fractions membranaires sont d'abord incubées en présence
d'acide linoléique 2,2mM dans un milieu (mannitol 300mM, MOPS 50mM, 200 a
300ug de protéines membranaires) constamment maintenu en condition aerobie
grace a une agitation magnétique ménagée. Au cours du temps, l'acide linoléique
est dégradé par la lipoxygénase contenue dans les fractions membranaires et des
parties aliquotes sont prélevées régulierement et introduites, dans la cellule de
I'électrode a oxygene contenant un milieu dont la composition est la suivant :
Mannitol 300mM, MOPS 50mM (pH 7,2), 400pg ml™ de lipoxygénase (Sigma,
Type |, 1554, ug™ protéines).

En présence d'un large exces de la lipoxygénase dans la cellule et compte
tenu des faibles quantités d'acides linoléiques présentes dans les parties aliquotes,
I'acide gras est trés rapidement et totalement oxydé en hydroperoxydes. On peut
ainsi suivre I’oxydation de l'acide linoléique en mesurant la consommation

d'oxygeéne a I'électrode de Clarck.
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La Stoechiométrie de la réaction est égale a 1. C'est-a-dire que 1mole
d'’hydroperoxyde est formée par mole de substrat oxydé et 1 mole d'oxygéne est
consommee par mole de substrat (cf réaction ci-dessus). La consommation
d'oxygene est alors proportionnelle a la quantité d'acide linoléique présente dans les

parties aliquotes.

5. Adénosine Triphosphate (ATPasg) :

La technique utilisée au cours de ce travail est basée sur la mesure de la
quantité de phosphate inorganique libéré au cours du temps. Le milieu réactionnel
renferme : Saccharose 300mM, MgCl, 5mM, KCI 10mM, MOPS 5mM, (pH=8,0),
ATP 2mM et 20 a 30pug de protéines membranaires dans un volume de 1ml. Le
dosage du phosphate inorganique est réalisé selon la méthode de Ames, (1966). Le
complexe coloré phosphomolybdate-Acide ascorbique est dosé a l'aide d'un

spectrophotometre (Jenway modeéle 6300).

6. Mesure du Potentiel de membrane:

La mesure du potentiel de membrane est basée sur l'utilisation du
tétraphénylphosphonium (TPP*). Le TPP™ est un cation lipophile pour lequel il est
possible de fabriquer une électrode spécifique (Kamo et al., 1979), permettant ainsi
la mesure des variations de concentrations de cette molécule dans le milieu extérieur

aux mitochondries.

Cette électrode a eté réalisée selon Diolez, (Diolez et Moreau, 1985).
L'électrode a TPP”, ainsi que l'électrode de référence (Tacussel, MI 4020) sont
placées dans la méme cellule que I'électrode a oxygeéne et reliées a un ordinateur, ce
qui permet de suivre simultanément le potentiel de membrane AY) et la
consommation d'oxygene.

Le potentiel de membrane est calculé selon I'épuration de Kamo et al.,

1979 :
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A¥ =59 log (v/V)=59log (10 AE/59 - 1).

dans laquelle v est le volume matriciel mitochondrial (pris égal & 1pl /ml™ protéines)
V est le volume du milieu de mesure etAE est la variation de potentiel de 1'¢lectrode,
liée a l'entrée de TPP" dans les mitochondries. La concentration en protéines

mitochondriales généralement utilisées est approximativement de 0,5mg ml™.
7. Dosages spectrophotométriques.
7.1. Mesure du gonflement mitochondrial :

Les mesures du gonflement des mitochondries ont été reéalisées a 25°C a
l'aide d'un spectrophotometre (Jenway modeéle 6300), en suivant a 520nm les
variations d'absorption des suspensions mitochondriales. Le milieu de suspension
contient du KCI 100mM. La réaction est déclenchée par l'addition des

mitochondries (1 a 1,5 mg de protéines pour un volume final de 3ml).

8. Dosages biochimiques:

8.1. Dosage des protéines:

Le dosage des protéines a été réalisé en utilisant la méthode de Bradford
(1976). Cette méthode utilise la SAB comme standard. Aprés dilution des
suspensions membranaires dans I'eau, le réactif de Bradford est ajouté. Le
complexe formé, de couleur bleue, est ensuite dosé spectrophotométriquement a
595 nm.

8.2. Dosage deslipides:

Les acides gras des lipides polaires sont dosés sous la forme d'esters de
méthyl. Ces derniers sont séparés par chromatographie de phase sur (Girdel, S30)

selon la méthode (Ducet et al., 1970.).
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9. Traitement des mitochondries par le Cadmium / Calcium :

Le traitement des mitochondries de Pomme de Terre a été réalisé en
soumettant les suspensions mitochondriales a différentes concentrations de chlorure
de Cadmium (0, 4, 8, 12, 16 et 20uM) pendant des temps de 5min a la température
ambiante de 25°C.

L'évolution des effets du Cadmium sur le fonctionnement de la voie
respiratoire altérative (résistante au cyanure) a été réalisée en présence de 1ImM KCN

et dans les mémes conditions citées ci-dessus.

Concernant le traitement par le calcium, les concentrations utilisées sont :

0,1;055;1;2;et3mM, elles sont préparées a partir d'une solution mére par dilution.

10. Mesure desvariations de pH duesal'hydrogéene ou a la synthese d'ATP.

La mesure des variations de pH est réalisée a l'aide d'un pHmetre de
précision (Metrohm, 632) dont I'électrode est insérée dans la cellule de I'électrode a
oxygene. Les variations de pH associées a I'hydrolyse de I'ATP sont mesuréees dans
de 2ml d'un milieu dont la composition est la suivante : Mannitol 300mM, MgCl,
5mM, KCI 30mM, SAB 1g/l et MOPS 5mM, pH 7,2. La concentration en protéines
mitochondriales est approximativement de 0,2mg/ml et la réaction est déclenchée
par l'addition d'ATP 200uM. La vitesse initiale de la réaction d'acidification est
alors mesurée. Les variations de pH associées a la synthése d'ATP sont détenues
simultanément avec les enregistrements polarographiques de l'oxygéne dans le
milieu de mesure habituel dont la concentration finale en phosphate est cependant
réduite (2mM). La réponse de I'électrode de pH est calibrée par l'addition de

quantités connues d'HCI 0,06N préalablement titré.
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CHAPITRE Il RESUL TATS

Effet du Cadmium sur les mitochondries végétales

1. Introduction :

Dans ce chapitre, les effets du cadmium ont été détermines, sur les activités
respiratoires de mitochondries de Pomme de terre, en raison des

d'isolement et de purification relativement faciles de ces organites.

Les effets du cadmium sur les activités de phosphorylation oxydative de
mitochondries ont été etudiés en mesurant les parametres caractéristiques de
I'oxydation du succinate  (vitesse d'oxydation, Contr6le Respiratoire, Rapport
ADP/0) dans les mitochondries de Pomme de Terre isolées et soumises a un
traitement a 20°C par différentes concentrations de cadmium variant de OpM a
20uM.

De plus, les potentiels de membrane générés au cours des différents états
énergétiques des mitochondries, en présence et en absence d'ATP (2mM) et de
phosphate (10mM), ont été determinés. Enfin, les effets de cadmium sur les

variations des activités ATPsiques liées a I'hydrolyse de I'ATP ont été recherchées.

2. Propriétés oxydatives:

Les mesures des vitesses d'oxydation du succinate ont été réalises soit en
état phosphorylant (état 3), aprés addition de quantités limitantes d'ADP, soit en
état non phosphorylant (état 4), c'est-a-dire lorsque tout I'ADP introduit a été

phosphorylé en ATP.
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Le contrdle respiratoire, qui est le rapport de la vitesse d'oxydation en état
3 sur la vitesse d'oxydation en état 4 a pu étre ensuite déterminé. Enfin, le rapport
ADP/0, rapport de la quantité d’ADP introduite sur la quantité d'oxygene

consommeée pendant la durée de I'état 3, a été calculé (Chance et Williams, 1956).

Le tableau 3, permet de comparer les valeurs moyennes des vitesses
d'oxydation obtenues avec les mitochondries traitées par le cadmium et
mitochondries témoins. Le tableau fournit également les valeurs du contr6le

respiratoire (CR) et des rapports ADP/O0.

Tableau 3: Effet du Cadmium sur les activités oxydatives des mitochondries de
Pomme de Terre incubées en présence d'ATP. Les techniques de mesure des
vitesses d'oxydation sont décrites dans le chapitre Matériel et Méthodes. Protéines
mitochondriales : 0,1mg ml™. La concentration du succinate est de 2mM. Nd : Non
déterminé.

Vitesse d'oxydation
(nmol/mint.mg™. Prot.)
Cadmium = e
(LM)
Etat 3 Etat 4 CR ADP/0
0 180 49 3,7 1,30
4 159 46 3,4 0,90
8 84 44 1,9 0,80
12 69 40 1,7 0,70
16 Nd Nd Nd Nd
20 Nd Nd Nd Nd
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Comparativement aux mitochondries temoins, les vitesses d'oxydation en
état 3 diminuent en fonction des concentrations de cadmium. A la concentration
de 8uM cadmium, la vitesse d'oxydation en état 3 est 2 fois inférieure a celle
enregistrée chez les mitochondries témoins.

Cependant, et pour les mémes conditions les vitesses d'oxydation en état 4
diminuent faiblement. Les contrbles respiratoires obtenus aprés traitement au
cadmium diminuent (pratiquement de 1/2 pour la concentration 8uM cadmium).
L'évolution de ces parametres reste pratiguement la méme jusqu’a la concentration
de 16puM cadmium ou tous ses parameétres s'annulent. Les variations des rapports
ADP/0 sont sensiblement les mémes, puisqu'une diminution d'environ 45% est

observée apres traitement au cadmium a la concentration de 12uM (Tableau).

3. Potentiel de membrane:

Les valeurs de potentiel de membranes obtenues en état phosphorylant et
non phosphorylant dans les mitochondries traitées par le cadmium sont présentees
dans le tableau 4.

Tableau 4 : Effets du Cadmium sur le potentiel de membrane des mitochondries
de Pomme de Terre déterminé en présence et en absence de phosphate et d'/ATP. La

concentration de phosphate est de 10mM, celle de I'ATP est de 2mM. Nd: Non
déterminé.

Potentiel de membrane (mV)

Cadmium
(UM) Phosphate Sans phosphate

-ATP +ATP -ATP +ATP

0 250 241 230 220

4 237 224 222 205

8 214 216 200 181

12 98 74 79 65

16 Nd Nd Nd Nd
20 Nd Nd Nd Nd
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On constate que les valeurs du potentiel de membrane (A¥) sont fortement
réduites puisqu'a la concentration de 12uM cadmium, les valeurs sont réduites de
plus de 50%. Il en est de méme pour les potentiels de membranes en présence
d'ATP.

Les valeurs de potentiels de membrane obtenus apres addition de succinate
(2mM), en absence de phosphate (+/- ATP) ont aussi été déterminées dans les
mitochondries témoins et dans celles traitées par le cadmium (Tableau 4). Ces
expériences, réalisées en presence et en absence de phosphate 10mM dans le
milieu d'incubation permettant de modifier dans une certaine mesure les valeurs
respectives du gradient de protons (Ap H) et du potentiel de membrane (AY) de la
force proton-motrice générée par la chaine respiratoire (Davy de Virville et
Moreau, 1984, Diolez et Moreau, 1985).

On constate que la présence de phosphate augmente le potentiel de
membrane (environ 20mV) dans les mitochondries traitées et que celui-ci est
légerement diminué (environ 10mV) en présence d’ATP. Dans le cas des
mitochondries traitées par le cadmium en absence de phosphate, aucune différence

significative n'est observée.

4. Activité ATPasique.

Les effets du cadmium sur l'activité ATPase ont été évalues par deux
approches techniques, la premiére liée a I'hydrolyse de I'ATP a été menée sur des
mitochondries intactes ou traitées aux ultrasons. Les expériences ont été réalisees
en présence d'une concentration saturante d'/ATP (2mM) (Rembur et al., 1983). Les

résultats obtenus sur les mitochondries sont présentés dans la figure 8.
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i:igure 8. Effets du cadmium sur I’activité ATPasique des mitochondries de
Pomme de terre. La concentration d’ATP est de 2 mM. Technique de Rembur et al.,
1983.

Cette figure montre que I’activité ATPase des mitochondries témoins est
élevée. Le traitement par le cadmium stimule l1égerement cette activité, en effet on
enregistre & 4uM cadmium une activité de 6 nmol/min/mg.Prot. L’augmentation
des concentrations en cadmium reste pratiguement sans effet important sur
I’activité ATPasique. Cette activité est pratiquement nulle au-dela de 12uM

cadmium.

La seconde technique est plutdt basée sur les mesures de variations de pH du
milieu de suspension des mitochondries afin de détecter une éventuelle activite
d'hydrolyse de I'ATP (figure 9) ; 9a en absence d’oligomycine et 9b en présence

d’oligomycine.
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Figure 9a. Evolution des vitesses de libération des protons H liées a d’éventuelles
activités d’hydrolyse de I’ATP par les mitochondries de Pomme de Terre traitées
par le cadmium a 25°C. Les mesures de pH sont réalisées sur des mitochondries
fraiches (0,19 mg protéines ml™, en absence d’oligomycine « a ».
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Figure 9b. Evolution des vitesses de libération des protons H” liées a d’éventuelles
activités d’hydrolyse de I’ATP par les mitochondries de Pomme de Terre traitées
par le cadmium a 25°C. Les mesures de pH sont réalisées sur des mitochondries
fraiches (0,19 mg protéines ml™, en présence d’oligomycine « b ».
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Le principe de la mesure de cette activite ATPasique dépend de la

libération de H" au cours de la réaction :
ATP+H,0 > ADP+Pi+nH"

dans laquelle n varie avec le pH du milieu de mesure en fonction de I'équilibre des
différentes formes ioniques de I'ATP, de I'ADP du phosphate. Les conditions de
mesure de l'activité n'ont pas été optimisées. Dans les conditions de la figure 9a et
b, un milieu faiblement tamponné (MOPS 5mM) et dépourvu de phosphate est
utilise, de I'ATP est ajouté aux mitochondries, ce qui provoque une acidification
rapide du milieu. Aprés calibration de la réponse de I'électrode par addition de
quantités connues d'HCL titré, l'activite d'hydrolyse est exprimée n moles de
protons libérés par minute et par mg de protéines. La méme expérience est réalisée

en présence d'oligomycine.

Les résultats obtenus en figure 9a montrent I’existence d’une activité
ATPasique révélée en terme de libération de protons H*. On constate que la vitesse
d’hydrolyse de I’ATP par les mitochondries est réduite en présence de cadmium
(environ 50%) pour la concentration 8UM et a partir de 12uM cette vitesse est

réduite de facon importante.

Le traitement par I’oligomycine (figure 9b) ne semble pas modifier les
résultats obtenus en figure 9a. En effet, pratiguement les mémes valeurs des
vitesses de libération des protons sont enregistrées. Ces observations ne nous
permettent pas de confirmer que I’activité de libération de protons enregistrée dans

notre cas est du type ATPase mitochondriale.

5. Variationsdu pH :

Une expérience typique de la mesure des variations de pH (ApH) du milieu

de mesure est présentee dans la figure 10. Elle est réalisee en absence
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d’oligomycine 10a et présence d’oligomycine 10b et seulement pour 3
concentrations de cadmium & savoir 4, 12 et 20uM. La concentration
d’oligomycine est de 1,25uM.

Oligomycine 1,25uM

MP. 0,19mgmi™ -
Témoins AH" 5 uM
4uM T
8uM
12uM

(+) ATP. 280uM

Figure 10a. Enregistrement des variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par le cadmium a 25°C. Les mesures de
pH sont réalisées sur des mitochondries fraiches (0,19 mg protéines ml™, en
absence d’oligomycine « a ».

Oligomycine 1,25uM |
MP. 0,19mgmi™ -
Témoins AH" 5 M
4uM '|'
8uM
12uM
(+) ATP. 280uM

Figure 10b. Enregistrement des variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par le cadmium a 25°C. Les mesures de
pH sont réalisées sur des mitochondries fraiches (0,19 mg protéines ml™, en
présence d’oligomycine « b ».
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6. Volume des mitochondries:

Les changements d'absorbance des suspensions mitochondriales a 520nm,

associée aux variations de volume de ces organites, sont illustrés dans la figure 11.

0,7 1
2 0,6 ‘i\\i
'réa ’ vi; - - — T EMOINS
[=] 0,5 . .i.. - — ._
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S 0 | g et G5

0,2 = Cd 12uM
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Figure 11. Effets du cadmium sur les variations de volume des mitochondries
isolées de Pomme de Terre.

Le gonflement des mitochondries, sous I'effet d'un changement de tonicité
du milieu (KCIl 100mM), s'accompagne d'une variation sensible de l'absorbance
(Fig. 11). Une baisse importante de I'absorbance est observée les 10 premiéres minutes,
puis elle se ralentit ensuite pour atteindre un plateau, au bout de 12min environ. Cette
baisse peu importante chez les mitochondries témoins (& 5min; environ 2%) devient assez
importante a 4uM cadmium (environ 60%) et pratiquement 90% a 8 et 12uM cadmium.

Ainsi le traitement par le cadmium amplifie le gonflement des mitochondries.

7. Lavoierespiratoire alternative:

Les effets du cadmium sur le fonctionnement de la voie respiratoire
alternative ou insensible au KCN ont été déterminés sur des mitochondries isolées

et purifiées. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 12.
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Figure 12. Effets du cadmium sur les activités oxydatives des mitochondries
isolées de Pomme de Terre (Vitesses d’oxydations en état non phosphorylant
«Vox, » de la voie alternative de transfert d’électrons insensible au cyanure).
Protéine mitochondriale : 0,1 ml/ml. Concentration de KCN : 1 mM.

Cette figure montre que le traitement par le cadmium stimule la voie
respiratoire alternative particulierement a la concentration de 12uM ou on
enregistre un maximum d'activité oxydative (vox maximale).

8. Dosages enzymatiques :

8.1. Dosage del'activité catalase :

Le dosage de l'activité catalase des mitochondries de Pomme de Terre a éte
réalisée sur des mitochondries traitées par différentes concentrations de cadmium-

Les reésultats obtenus sont représentés sur la figure 13.
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Figure 13 Effets du cadmium sur [I’activité enzymatique Catalase des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration des protéines : 0,1 mg/ml.

On constate que le traitement par le cadmium réduit fortement l'activité

catalase jusqu'a I'inhiber totalement aux concentrations supeérieures a 12uM.

8.2. Dosage de I'activité Peroxydase :
Le dosage de l'activité peroxydase (GPX) en fonction des concentrations de
cadmium a été effectué sur des mitochondries isolées et purifiées de Pomme de

Terre, les résultats obtenus sont représentés sur la figure 14.
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Figure 14. Effets du cadmium sur I’activité enzymatique Peroxydase (GPX) des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration des protéeines : 0,1 mg/ml.

Sur cette figure, on constate une forte réduction de l'activité de cette
enzyme en fonction des concentrations de cadmium et comme l'activité catalase, la
GPX aussi complétement inhibée aux concentrations supérieures a 12uM

cadmium.
8.3. Dosage del’ activité lipoxygénase :
Le dosage de [I’activité lipoxygénase (LOX) a été réaliseé sur des

mitochondries isolées et purifiées de Pomme de Terre. Les résultats obtenus sont

représentés sur la figure 15.
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Figure 15. Effets du cadmium sur I’activité enzymatique lipoxygénase (LOX) des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration des proteines : 0,1 mg/ml.

Le traitement par les différentes concentrations de cadmium stimule
I’activité lipoxygénase particulierement a la concentration de 12 pM cadmium ou
on enregistre une activité 2,5 fois supérieure a celle des mitochondries témoins.
Cette stimulation de I’activité lipoxygénase est traduite par une forte production

d’hydroperoxydes d’hydrogénes dans le milieu d’incubation.
9. Dosage des variations du contenu lipidique :

Les variations du contenu lipidique en acides gras des mitochondries de
Pomme de Terre a été déterminé en fonction du traitement des organites avec les

différentes concentrations de cadmium. Les résultats obtenus sont résumés dans le

tableau 5.
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Tableau 5. : Effets du Cadmium sur les variations du contenu en acides gras des
lipides polaires.

Contenu en acides gras (%)
Cadmium  Ac. Palmiiqee  Ac Linoléique Ac
Linolénique
(LM) (Ci6:0) (Cis2) (Cis5)
0 15 10 36
4 19 07 33
8 24 03 17
12 27 01 14
16 Nd Nd Nd
20 Nd Nd Nd

Le tableau montre que le taux le plus, élevé en acides gras chez les
mitochondries isolées de Pomme de Terre est celui de I’acide linolénique (Cig:s;
60%) par rapport a I'acide palmitique (Cig:0) et 75% par rapport a l'acide linoléique
Cig2).

Le traitement par les différentes concentrations de cadmium stimule le taux
d'acide palmitique (Cyg) d'environ 50%. Parallelement, le cadmium réduit

fortement le taux des acides linoleiques (90%) et linolénique (75%) respectivement.

Effet du Calcium sur les mitochondries végétales

1. Introduction :

Les effets du calcium sur les propriétés phosphorylantes des mitochondries

de Pomme de Terre ont éte examinés en mesurant les parameétres de I'oxydation du
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succinate dans les mitochondries soumises a un traitement a 20°C par 5
concentrations de calcium (0,21mM, 0,5mM , ImM, 2mM et 3mM).
Les expérimentations (cf. Chap.l) effectuées en présence de Ca” sont

identiques a celles effectuées en présence du Cadmium.

2. Propriétés oxydatives:

Le tableau 6 représente les résultats obtenus des vitesses d'oxydation
enregistrées avec les mitochondries traitées par les différentes concentrations de
calcium. Le tableau fournit aussi les valeurs moyennes du contrGle respiratoire
(CR) et des rapports ADP/0.

Tableau 6: Effets du calcium sur les activités oxydatives des mitochondries de
Pomme de Terre incubées en présence d'ATP. Les techniques de mesures des
vitesses d’oxydations en état 3 et en état 4 sont décrites dans le chapitre I (Matériel
et méthodes). Les protéines mitochondriales sont de 0,Amg/ml. La concentration de
succinate est de 2mM.

Vitesse d'oxydation (nmol/min/mg prot.)

Calcium = s
(mM) Etat 3 Etat 4 CR ADP/0
0 188 48 3,9 1,5
0,1 208 51 4,0 1,7
0,5 241 56 4,3 1,9
1 220 S7 3,8 11
2 167 56 2,9 0,9
3 117 95 2,1 0,7
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On constate que les vitesses d’oxydations en état 3 augmentent de facon
importante par rapport a celles des mitochondries témoins et ce jusqua la
concentration de 1mM Ca". Il en est de méme pour les vitesses d’oxydations en
état 4 qui semblent plutdt se stabiliser a partir de ImM. Ceci donne des valeurs
moyennes de controle respiratoire (CR) qui augmentent aussi en fonction des
concentrations de Ca’. Cependant, au dela de 0,5mM, les contrdles respiratoires

diminuent mais les mitochondries restent fonctionnelles.

L'évolution des rapports ADP/0 est sensiblement la méme, puisqu'une
augmentation (environ 30%) est observée apres traitement avec du calcium a

0,5mM suivie d'une diminution aux concentrations supérieures de calcium.
3. Potentiel de membrane:
Le tableau 7, regroupe les valeurs moyennes du potentiel de membrane

obtenues en état phosphorylant et non phosphorylant dans les mitochondries traitées

par le calcium.
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Tableau 7: Effets du calcium sur le potentiel de membrane des mitochondries de
Pomme de Terre en présence et en absence de phosphate et d'ATP. La
concentration de phosphate est de 10mM, celle de I'ATP est de 2mM et celle du
succinate est de 2mM. Nd : Non déterminé.

Potentiel de membrane (mV)

cacum nognae Sons phosphae

(mM) - ATP +ATP - ATP +ATP
0 262 260 257 246
0,1 251 237 272 240
0,5 221 209 308 237
1 169 141 318 233
2 91 62 311 228
3 o4 43 309 224

Les résultats du tableau 7 montrent que le traitement par le calcium en
présence de phosphate (- ATP) baisse sensiblement le AW particulierement a partir
de ImM Ca’. La méme évolution est observée en présence d'ATP. Parallélement,
en absence de phosphate (-ATP) le calcium augmente le AY a partir de 0,5mM.

En revanche, en présence d'ATP les valeurs moyennes de AY obtenues baissent
Iégerement (environ 20mV) a la plus forte concentration de calcium. Contrairement
aux résultats obtenus avec le cadmium, le traitement par le calcium en présence de

phosphate inhibe le AY des mitochondries de Pomme de Terre.
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4. Activité ATPasique :

L'activité ATPasique liée a I'hydrolyse de I'ATP a été mesurée chez les
mitochondries de Pomme de Terre traitées par le calcium. Le protocole
expérimental utilisé dans le cas du calcium est identique a celui utilisé dans le cas
du traitement avec le cadmium. Les résultats obtenus sont présentés dan la figure
16.
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Figure 16. Effets du calcium sur I’activité ATPasique des mitochondries isolées de
Pomme de Terre. Concentration des protéines : 0,1 mg/ml.

Cette figure montre que I’activité ATPase des mitochondries témoins est
élevee. Le traitement par le calcium stimule I’activit¢ d’hydrolyse de I’ATP
particulierement aux faibles concentrations. L’augmentation des concentrations en
calcium inhibe I’hydrolyse de I’ATP et a partir de 2mM calcium cette activité est
nulle.

L’évaluation de I’activité d’hydrolyse de I’ATP par la seconde technique
(estimation des variations de pH dues a I'hydrolyse de I'ATP) est preésentée dans la

figure 17a en absence d’oligomycine et 17b en présence d’oligomycine.
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Figure 17a. Evolution des vitesses de libération des protons dans les
mitochondries de Pomme de Terre au cours du traitement par le calcium a 25°C, en
absence d’oligomycine (1,25uM) ; (a) . La mesure de la vitesse de libération des
H™ lors de I’addition de I’ATP est décrite dans le chapitre .

La figure 17a montre que les mitochondries témoins présentent une
vitesse de libération de protons H* d'environ 4,1nmoles Pi/min/mg.Prot. Cette
valeur est stimulée par le traitement au calcium particulierement pour les
concentrations 0,1mM et 0,5mM, ceci est en relation avec l'acidification du milieu,
pouvant provenir d'un fonctionnement du complexe ATPsique dans le sens de
I'hydrolyse de I'ATP avec libération de protons H*. Au-dela de ces deux
concentrations, la vitesse de libération de protons est plutdt réduite et a partir de

Ca’ = 2mM, celle-ci est nulle.
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Figure 17b. Evolution des vitesses de libération des protons dans les
mitochondries de Pomme de Terre au cours du traitement par le calcium a 25°C en
présence d’oligomycine (1,25uM) ; (b). La mesure de la vitesse de libération des
H™ lors de I’addition de I’ATP est décrite dans le chapitre .

Le traitement par I’oligomycine réduit fortement I’activité de libération des
protons H™ et ce a toutes les concentrations de calcium. Ces observations nous
permettent bien de confirmer qu’une partie importante des activités enregistrées

sont du type ATPase mitochondriale sensible a I’oligomycine.

5. Volume des mitochondries:

Les effets du calcium sur les variations de volume mitochondrial suite aux

changements d'absorbance sont représentés sur la figure 18.
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Figure 18. Effets du calcium sur les variations de volume des mitochondries isolées
de Pomme de Terre.

D’apres cette figure, on constate que les faibles concentrations de calcium
(0,2AmM et 0,5mM) provoquent un léger gonflement des mitochondries. Les autres
concentrations de calcium restent cependant sans effets sur le volume

mitochondrial.

6. Lavoierespiratoire alternative::

Les effets du calcium sur la voie alternative insensible au cyanure ont été
déterminés sur les mitochondries isolées et purifiées de Pomme de Terre.

L'ensemble des résultats obtenus est représente sur la figure 19.
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Figure 19. Effets du calcium sur les activités oxydatives des mitochondries isolées
de Pomme de Terre (Vitesses d’oxydations en état non phosphorylant « Vox, » de
la voie alternative de transfert d’électrons insensible au cyanure). Protéine
mitochondriale : 0,1 ml/ml. Concentration de KCN : 1 mM.

Sur cette figure, on constate que le calcium provoque une trés légere
stimulation de la voie alternative, mitochondriale insensible au KCN. Un maximum
est observé a la concentration de 1mM; au-dela de cette concentration la voie
alternative est totalement nulle.

7. Dosages enzymatiques:

7.1. Dosage del'activité catalase:

Les résultats obtenus des dosages de I’activité catalase sont regroupés dans

la figure 20.
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Figure 20. Effets du calcium sur I’activité enzymatique Catalase des mitochondries
isolées de Pomme de Terre. Concentration des protéines : 0,1 mg/ml.

On constate une tres forte stimulation de l'activité catalase liée aux faibles
concentrations de calcium (0,1 ; 0,5). Un maximum d'activité catalase est obtenue a
0,5mM Ca*. Au-deld de cette concentration, l'activité catalase est fortement

réduite pour pratiquement s'annuler a 2 et 3mM Ca’.
7.2. Dosage de I'activité peroxydase (GPX) :
La figure 21 représente les modifications observées quant a l'activité GPX

chez les mitochondries de Pomme de Terre traitées par les différentes

concentrations de calcium.
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Figure 21. Effets du calcium sur I’activité enzymatique peroxydase (GPX) des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration des protéines : 0,1 mg/ml.

Cette figure montre que le traitement par calcium stimule I'activité GPX
particulierement aux concentrations faibles de calcium (0,1 et 0,5mM). Cette
stimulation atteint méme 60% environ a 0,5mM Calcium.  Au-dela de ces
concentrations, l'activitte GPX est fortement réduite voire nulle a partir de la

concentration 2ZmM Calcium.
7.3. Dosage dela lipoxygénase :
Le dosage de I’activité enzymatique lipoxygénase a été realisé sur des

mitochondries isolées et purifiées de Pomme de Terre, les résultats obtenus sont

représentés sur la figure 22.
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Figure 22. Effets du calcium sur I’activité enzymatique lipoxygénase (LOX) des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration des protéines : 0,1 mg/ml.

Cette figure montre que le calcium a tendance a stimuler I’activité
lipoxygénase aux faibles concentrations. En effet, on enregistre un maximum
d’activite a la concentration de 0,5mM (environ 300%) comparé aux valeurs
obtenues chez les mitochondries témoins. Pour les concentrations supérieures,
I’activité lipoxygénase est fortement réduite pour s’annuler a partir de la

concentration 2mM calcium.
8. Effetsdu calcium sur lesvariations du contenu lipidique:
Les variations du contenu lipidique des mitochondries de Pomme de Terre

traitées par les différentes concentrations de calcium sont représentées dans le

tableau 8.
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Tableau 8. Effets du calcium sur les variations du contenu en acides gras des
lipides polaires chez les mitochondries isolées de Pomme de terre.

Contenu en acides gras (%)
Calcium Ac. Palmitique Ac. Linoléique  Ac. Linolénique

(mM) (Ci6:0) (Cis:2) (Cis:3)
0 15 13 32
0,1 16 14 30
0,5 17 13 31
1 16 15 31
2 Nd Nd Nd
3 Nd Nd Nd

Le tableau 8, montre que le traitement par les différentes concentrations de
calcium ne semble pas affecter le contenu lipidique des mitochondries de Pomme
de Terre. En effet, les taux de l'acide palmitique, linoléique et linolénique sont
pratiqguement stables en fonction des concentrations de calcium. Cependant, les
fortes concentrations de calcium (> 1mM) semblent plut6t annuler complétement

le contenu lipidique.
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Etude des interactions : Cadmium/Calcium sur les mitochondries de
PommedeTerre.

1. Introduction :

L'antagonisme calcium/ cadmium se traduit par la protection qu'offre le
calcium a l'organisme contre le cadmium (Santiago Karez, 1989). C'est dans ce
Sens que nous avons entrepris cette série d'expérimentation. En effet, nous nous
sommes intéressés au comportement des mitochondries de Pomme de Terre en
présence d'un metal lourd : le cadmium et de I'ion calcium. Dans cette partie de

notre travail, seules 2 concentrations de Ca* ont été retenues 0,5mM et 1mM.

2. Effet du traitement combiné Cd/Ca sur |'activité d'oxydation :

Les effets du traitement combiné Cd/Ca sur les mitochondries de Pomme

de Terre sont regroupés dans le tableau 9.
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Tableau 9.

Effet du

traitement

combiné Ca/Cd

Ssur

les propriétes
oxydophosphoryantes des mitochondries de Pomme de Terre. Concentration de
succinate (2mM).

Vitesse d'oxydation (nmol/min/mg prot.)

Etat 3 _Etat4 CR ADP/0
Ca® 05Mm 1ImM 05mM 1mM 05mM 1mM 0,5mM 1mM

Cd (uM)

0 190 188 51 50 3,7 3,8 1,4 1,3
4 201 161 50 48 4,0 3,4 1,5 1,4
8 210 154 50 47 4,2 3,3 1,6 1,1
12 179 74 49 46 3,6 1,6 1,0 0,8
16 101 60 47 39 2,1 1,5 0,7 0,6
20 61 49 46 35 1,3 1,4 0,6 0,5

Ce tableau montre que traitement par 0,5mM Ca® stimule les vitesses

d’oxydations en état 3 jusqu'a la concentration 8uM Cd" .

Au-dela de cette

concentration les valeurs moyennes des vitesses d’oxydations en état 3 baissent

sensiblement mais ne s’annulent pas. La concentration de ImM Ca’ tend plut6t a

baisser fortement les vitesses d’oxydations en état 3 sans les annuler aux fortes

concentrations.

Concernant les variations des vitesses d’oxydations en état 4, on constate

qu'a la concentration de 0,5mM Ca’, le traitement par le Cd* ne semble pas modifier

les valeurs moyennes des vitesses d’oxydations en état 4. Parallelement, a 1mM

Ca’, le Cd+ tend a faire baisser les vitesses d’oxydations en état 4 de fagon
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importante. 1l en résulte ainsi des controles respiratoires (CR) élevés a 0,5mM Ca’
qui vont baisser au-dela de 8uM Cd* avec des (CR) qui baissent aussi sensiblement
en présence de Ca” 1mM. L'évolution des valeurs moyennes des rapports ADP/0 est

identique a celle des CR aussi bien a 0,5mM Ca* qu'a 1mM Ca".
3. Potentiel de membrane:

Les variations de potentiel de membrane en état 3 et en état 4 des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par la combinaison Cd" et Ca’ sont

représentées sur le tableau 10.

Tableau 10. Effets du traitement combiné Ca*/Cd” sur le potentiel de membrane
des mitochondries de Pomme de terre déterminé en absence de phosphate et d'ATP.

Potentiel de membrane (mV)

Cadmium Ca":0,5mM Ca": 1mM
(LM)
0 245 249
4 257 222
8 225 181
12 199 94
16 112 81
20 87 72

On constate que la présence de Ca”™ a 0,5mM a tendance a maintenir en AY
stable voire méme stimulé a 4 et 8uM cadmium. Parallelement, les valeurs
moyennes enregistrées en présence de 1mM Ca” sont plutét réduites de fagon

importante (3fois inférieure a 16uM Cd" par rapport aux organites témoins).
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4. Activité ATPasique:

Les effets du traitement combiné Cd*/Ca” sur l'activité ATPasique des
mitochondries isolées de Pomme de Terre ont été évalués en présence de deux
concentrations de calcium 0,5mM et 1 mM. Les résultats obtenus sont représentes
sur la figure 23a pour la concentration de calcium (0,5mM) et Figure 23b pour la

concentration de calcium (1 mM).
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Figure 23a. Effets du traitement combiné Ca*/Cd™ sur I’activité ATPasique des
mitochondries de Pomme de terre. La concentration de calcium est de 0,5mM.

Cette figure montre que le traitement combiné Cd*/Ca” a la concentration
de 0,5m M Ca’ stimule fortement I'activité d'hydrolyse d'ATP particuliérement a la
concentration de 8uM Cd* (environ 2,5 fois plus élevée). Au-dela de cette
concentration, l'activité d’hydrolyse de I’ATP est réduite de fagon importante. En
présence d’oligomycine la méme évolution est obtenue avec cependant une
réduction d’environ 40% des valeurs de Pi enregistrées. Ce qui montre encore une
fois que les activités de libération de protons enregistrées sont composées en partie

d’une activité de type ATPase mitochondriale oligomycine-sensible.
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Figure 23b. Effets du traitement combiné Ca’/Cd* sur I’activité ATPasique des
mitochondries de Pomme de terre. La concentration de calcium est de 1ImM.

L’évolution de I’activité ATPasique observee en présence de calcium 1mM
est la méme que celle obtenue a 0,5mM, avec cependant un maximum enregistré a
4uM Cd"*, (environ 1,5 fois plus élevé que les valeurs de l'activité ATPasique
enregistrée chez les mitochondries témoins). Cette activité est trés sensible a
I’oligomycine et les valeurs obtenues sont trés faibles. Il faut noter cependant que la

présence d’oligomycine n’inhibe pas complétement cette activité.
L’évaluation de I’activité d’hydrolyse de I’ATP par la seconde technique

(estimation des variations de pH) est présentée dans la figure 24a pour la

concentration Ca* = 0,5mM et 24b pour la concentration Ca* = 1mM.
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Figure 24a. Evolution des vitesses de libération des protons dans les mitochondries
de Pomme de Terre au cours du traitement combiné Ca*/Cd* & 25°C. La mesure de
la vitesse de libération des H* lors de I’addition de I’ATP est décrite dans le
chapitre 1.

On constate que les vitesses de libération de H* sont trés proches de celle
enregistrée chez les mitochondries témoins et ce pour les concentrations 4 et 8uM
cadmium. Au-dela de cette concentration les valeurs de ces vitesses sont nulles.
L addition d’oligomycine donne la méme évolution avec cependant une réduction

des valeurs obtenues d’environ 50%.
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Figure 24b. Evolution des vitesses de libération des protons dans les mitochondries
de Pomme de Terre au cours du traitement combiné Ca*/Cd" & 25°C. La mesure de
la vitesse de libération des H* lors de I’addition de I’ATP est décrite dans le
chapitre I.

Sur cette figure, on constate que le traitement combiné avec Ca*™ = 1mM
donne des vitesses de libération de protons légerement inférieures a celle des
mitochondries témoins. A 12 uM Cd+ la vitesse de libération de H+ est nulle.
Concernant l'acidification du milieu (due peut étre a I'nydrolyse de I'ATP), la
concentration 0,5mM Ca+ provoque une légére diminution de l'acidification du
milieu. Ce qui est aussi le cas pour la concentration de Ca" = 1mM. Enfin, le
traitement Cd*/Ca” avec 0,5mM Ca™ ne semble pas modifier la consommation de
protons H*. Ce résultat semble indépendant de la concentration de calcium dans le
milieu. La présence d’oligomycine réduit aussi faiblement les valeurs obtenues sans

pour autant changer le profil général de I’évolution de cette activité.

5. Variationsdu pH :

Une expérience typique de la mesure des variations de pH (ApH) du milieu
de mesure est présentée dans la figure 25. Elle est realisée en absence
d’oligomycine 25a et présence d’oligomycine 25b avec une concentration de
calcium égale a 0,5mM et seulement pour 3 concentrations de cadmium a savoir 4,

12 et 20uM. La concentration d’oligomycine est de 1,25uM.
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Figure 25a. Enregistrement des variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par la combinaison Cd*/Ca" a 25°C.

Les mesures de pH sont réalisées sur des mitochondries fraiches (0,19 mg protéines
ml™, en absence d’oligomycine « a ».

Oligomycine 1,25uM
MP. 0,19mgml™ -
Témoins AH" 5 uM
4uM T
8uM
12uM
(+) ATP. 280puM Ca’. 0,5mMm

Figure 25b. Enregistrement des variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par la combinaison Cd*/Ca" a 25°C.

Les mesures de pH sont réalisées sur des mitochondries fraiches (0,19 mg protéines
ml™, en présence d’oligomycine « b ».
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La figure 26 représente les variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre soumises au traitement combiné Ca/Cd a 25°C,
en présence a la concentration de calcium de 1mM et aux trois concentrations de
cadmium 4, 12 et 20uM en absence d’oligomycine a. Protéines mitochondriales =
0,19mg/ml). La figure 26b représente les mémes variations de pH mesurées dans

les mémes conditions mais avec une concentration de calcium égale a 1ImM.

Oligomycine 1,25uM
MP. 0,219mgml™ -
Témoins AH" 5 uM
4uM T
8uM
12uM
(+) ATP. 280uM Ca’. 1 mM

Figure 26a. Enregistrement des variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par la combinaison Cd*/Ca" a 25°C.
Les mesures de pH sont réalisées sur des mitochondries fraiches (0,19 mg protéines
ml™, en absence d’oligomycine « b » & une concentration de calcium = 1mM.

Les figures montrent que les variations de pH enregistrées dans les deux
cas sont proches ce qui semble indiquer que I’activité protoniques enregistrée n’est

pas de type ATPasique.
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Figure 26b. Enregistrement des variations de pH du milieu de mesure des
mitochondries de Pomme de Terre traitées par la combinaison Cd*/Ca" a 25°C.
Les mesures de pH sont réalisées sur des mitochondries fraiches (0,19 mg protéines
ml™, en présence d’oligomycine « b » & une concentration de calcium = 1mM.

6. Variationsdu volume mitochondrial :
Les résultats des changements d'absorbance associées aux variations du
volume mitochondrial sont représentés sur la figure 26¢ pour la concentration de

calcium 0,5mM et figure 26d pour la concentration 1mM calcium.
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Figur e 26¢. Effets du traitement combiné Ca*/Cd" sur les variations de volume des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration de calcium = 0,5mM.
Cette figure montre gqu'a la concentration de 0,5mM calcium, les effets du
cadmium semblent plutét faibles a 4uM et 8uM. Au-dela de ces concentrations un
gonflement important est obtenu a 12uM cadmium. Pour les concentrations

supérieures a 12uM cadmium les mitochondries isolées sont mortes.
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Figure 26d. Effets du traitement combiné Ca'/Cd" sur les variations de volume des
mitochondries isolées de Pomme de Terre. La concentration de calcium est de
ImM.

On constate que le traitement combiné en présence de 1mM calcium
stimule faiblement le gonflement mitochondrial et ce a 4 et 8uM cadmium. Une
tres forte amplification de ce dernier est cependant observée a 12uM cadmium.
Celle-ci est d’environ 9 fois plus importante que celle enregistrée chez les

mitochondries témoins.

7. Lavoierespiratoire alternative:

Les effets du traitement combiné Ca’/Cd™ sur la voie respiratoire

alternative des mitochondries de Pomme de terre sont représentés sur la figure 27.
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Figure 27. Effets du traitement combiné Cd*/Ca” sur les activités oxydatives des
mitochondries isolées de Pomme de Terre (Vitesses d’oxydations en état non
phosphorylant « Vox, » de la voie alternative de transfert d’électrons insensible au
cyanure). Protéine mitochondriale : 0,1 ml/ml. Concentration de KCN : 1 mM.

Cette figure montre que le traitement combiné Ca*/Cd” stimule la voie
alternative respiratoire (30 fois plus élevée a 4uM cadmium et a 0,5mM calcium) et
(40 fois plus élevee a 8uM cadmium et 0,5mM calcium). A 8uM cadmium, on
enregistre une activité alternative maximale avec 41 nmoles /min/mg Prot.,
(environ 41 fois supérieure a la valeur enregistree chez les mitochondries témoins).
Elle est réduite d’environ 40% a la concentration de 1mM calcium. Au-dela de
8uM cadmium, le traitement combiné semble plutét provoquer l'inhibition de la
voie alternative résistante au KCN. Il faut noter cependant que le KCN semble sans

aucun effet sur I’activité alternative respiratoire.

8. Dosages enzymatiques :

8.1. Dosage de I'activité catalase :

Le dosage de l'activité catalase des mitochondries de Pomme de terre a été

réalisé sur des mitochondries traitées par le cadmium en présence de deux
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concentrations de calcium : 0,5m M et ImM. Les résultats obtenus sont représentés

sur la figure 28.
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Figure 28. Effets du traitement combiné Ca’/Cd" sur I’activité enzymatique
Catalase des mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration des
protéines : 0,1 mg/ml.

Sur cette figure, on constate que l'activité catalase est faiblement stimulée
en présence de Ca" 0,5mM et aux concentrations 0,5 et ImM Cd (& 8uM Cd
l'augmentation obtenue est de 30% environ). Au-dela de cette concentration,
I'activité catalase est fortement réduite. Le méme type d'évolution est obtenu avec le
calcium a 1mM. Cependant, il est important de noter que toutes les valeurs
obtenues avec 1mM Ca’ sont pratiquement 2 fois moins élevées que celles

enregistrées avec 0,5m M Ca”.

8.2. Dosage del'activité GPX :

La figure 29 represente les résultats du dosage de l'activité GPX chez les
mitochondries de Pomme de Terre traitées par le cadmium et le calcium (0,5 et
imM).
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Figure 29. Effets du traitement combiné Ca’/Cd™ sur I’activité enzymatique
peroxydase (GPX) des mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration
des protéines : 0,1 mg/ml.

On constate que I’activité GPX est fortement stimulée par le traitement
combiné avec du calcium 0,5mM et & 4 et 8uM cadmium (environ 10 et 20%). Le
traitement, aux mémes concentrations et avec du calcium 1mM, semble plut6t
réduire cette activité. Au-dela de 16uM cadmium I’activité enzymatique GPX est

totalement inhibée.
8.3. Dosage de I'activité lipoxygénase :
La figure 31 représente les résultats obtenus quant aux variations de

I'activité lipoxygénase des mitochondries de Pomme de Terre en présence de

concentrations croissantes de cadmium et de calcium a 0,5 et ImM.
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Figure 30. Effets du traitement combiné Cd*/Ca" sur I’activité enzymatique
lipoxygénase (LOX) des mitochondries isolées de Pomme de Terre. Concentration
des protéines : 0,1 mg/ml.

Sur cette figure, on enregistre d'abord une stimulation (50%) en présence
de Ca’ 0,5m M) a4 et 8uM Ca’. Une faible augmentation de cette activité est ainsi
observée a ImM Ca” associé a 4uM et 8uM Cd*. Aux fortes concentrations, le
traitement combiné Cd*/Ca” provoque une inhibition totale de l'activité

lipoxygénase.

9. Variationsdu contenu lipidique:
Les variations du contenu lipidique en acides gras des mitochondries de
Pomme de Terre ont été déterminé en fonction du traitement combiné Cd*/Ca’. Les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 11.
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Tableau 11: Effets du traitement combiné Ca*/Cd" sur les variations du contenu
lipidique en acides gras des lipides polaires des mitochondries isolées de Pomme de
terre.

Contenu en acides gras (%)
Ac. Palmitique Ac. Linoléique Ac. Linolénique
(Ci6:0) (Cis:2) (Cis:3)
Cadmium(uM) 0,5 1 0,5 1 0,5 1
Calcium(mM)
0 15 17 10 12 30 25
4 16 17 10 11 28 24
8 17 18 08 10 27 22
12 12 13 06 07 15 22
16 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
20 Nd Nd Nd Nd Nd Nd

Sur ce tableau, on constate que les taux d'acide palmitique sont légérement
augmentés jusqu'a la concentration de 8uM Cd* et 24 0,5m M Ca’. Au-dela de 8uM
Cd", une forte réduction des taux d'ac. palmitique est enregistrée. Concernant les
taux d'ac. linoléique (Cag.), ils sont stables a 0,5m M Ca” et tendent a baisser au
dela de 8uM Ca*. A ImM Ca’, une baisse légére est observée, elle devient plus
importante au double de 8uM Cd*. Les taux d'ac. linolénique (Cig.3) enregistrés sont
les plus importants. Le traitement avec 0,5mM et méme 1mM Ca’ réduisent

fortement ses taux.
En conclusion, les traitements combinées Cd*/Ca” ont tendance d'une part a

stimuler l1égerement les taux en acide palmitique et d'autre part a réduire ceux des

acides linoléique et linolénique.
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CHAPITRE IV DISCUSSION

Dans ce chapitre, nous nous proposons de discuter les résultats obtenus
dans notre travail de recherche. Ces résultats concernent les effets du cadmium, du
calcium et les interactions cadmium/calcium sur les  propriétés
oxydophosphorylantes des mitochondries isolées et purifiées a partir de Pomme de
terre. Une étude comparative sera par la suite entreprise afin de comparer nos

résultats avec ceux présentés dans la bibliographie.

1. Effetsdu cadmium sur lesmitochondriesisoléesde PommedeTerre:

Ce travail a été entrepris dans le but d’étudier les effets du cadmium sur les
mitochondries de Pomme de Terre afin de vérifier si ce métal lourd affectait la
respiration et les mouvements des charges associés a la transduction de I’énergie

dans les mitochondries isolées.

En effet, I’'une des théorie concernant le mécanisme d’action du cadmium
qui a été souvent proposee invoque le concept selon lequel le cadmium provoque
directement des altérations de la membrane a [I’origine des perturbations
fonctionnelles des mitochondries (Kondoh et al., 2001). Certaines études ont
permis de montrer que les caracteristiques membranaires des mitochondries
pouvaient étre altérées sous I’action du cadmium (Jaswant et al., 1996; Simpkins et
al., 1998; Shih et al., 2005; Zang and al., 2008; Chagra et al., 2009). Par exemple,
il a été montré qu’un traitement par le cadmium a la concentration de 25uM
provoquait une forte perturbation de la respiration mitochondriale (Kesseler et al.,
1994).
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Un traitement par le cadmium (20uM) était aussi capable d’altérer la
synthése de protéines (Kieffer et al., 2008) et causer une oxydation des protéines
(Reinheckel et al., 1998) suite a un stress oxydatif a I’origine de la production
d’especes réactives a I’oxygene (ROS), (Blackburn, 2007), tandis qu’un gonflement
des mitochondries pouvait étre observé lors de traitement par le cadmium a la
concentration de 30uM (Zang et al., 2008; Chagra et al., 2009). Parallelement, il a
été noté que le cadmium altérer la structure membranaire des cellules de tabac
(Reese et Roberts, 1985). Chez le blé, ce métal lourd était capable d’induire un
sénescence prématurée (Ouzounidou et al., 1997) et pouvait induire des
dysfonctionnement importants dans la mobilisation des réserves (Mihoub et al.,
2004).

Il a été noté parallélement que le cadmium pouvait s’accumuler a des taux
élevés dans les tissus et les racines et que cette accumulation était liée a la structure
membranaire de [’organisme en question (Xingfu, 1990). Ainsi de fortes
concentrations de cadmium étaient capables d’inhiber totalement la croissance de
certaines plantes sans pour autant provoquer leur mort et ce grace a la mise en
évidence de systeme de tolérance particulierement chez la tomate (Delpérée et
Lutts, 2008). D’autres travaux montrent que la température influe fortement sur les
effets du cadmium (Blackburn, 2007) ; en effet celle-ci conjuguée au cadmium
provoque une inhibition totale de certaines protéines intervenant dans la protection
des mitochondries contre les ROS générées par le stress oxydatif du au couple
cadmium/température. Selon OQuariti et al., 1997, le cadmium est capable de

transformation importante dans la nature méme des lipides membranaires.

Parallélement a ces recherches, il a été rapporté que le cadmium pouvait
stimuler certaines enzymes dites de détoxification tels (la catalase, la GPX, ou
encore I’APX), ces enzymes interviennent dans I’élimination du cadmium (Shartai
et al., 2008; Chagra et al., 2009).
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Malgré ces observations, aucun changement important n’était noté au
niveau du découplage des phosphorylations (rapport ADP/O) ou du contrdle
respiratoire (CR) lors d’un traitement des mitochondries par le cadmium. Certains
chercheurs ont montré que le cadmium était capable d’inhiber la photosynthese
(Greger et Ogren, 1991). D’autres par contre mettent en évidence le fait que le
cadmium pourrait interférer avec la chaine de transfert des électrons chez les
mitochondries inhibant ainsi la croissance de ces organites et altérant leur
fonctionnement (Brierley, 1977; Weinberg et al., 1995). Des effets directs du
cadmium sur la synthese de I’ATP et par conséquent sur la balance énergétique des

mitochondries ont été rapportés par Miller et al., 1983 et Bonaly et al., 1986.

Ces quelques considérations, ainsi que I’ensemble des données bien
connues concernant le réle du cadmium dans I’altération de nombreuses fonctions
des tissus végétaux, explique que les mitochondries constituent encore actuellement
un compartiment cellulaire trés attractif pour les recherches concernant aussi bien
les effets du cadmium que les mécanismes d’action de ce métal lourd (Chagra et al.,
2009).

Dans ce travail nous avons réexaminé le probléme de I’action du cadmium
au niveau des mitochondries isolées a la lumiere des données actuelles concernant

le mécanisme chimiosmotique de la conservation de I’énergie (Mitchell, 1979).

En effet, selon cette théorie, largement admise aujourd’hui, la transduction
de I’énergie des oxydations respiratoires s’effectue par I’intermediaire d’une
différence transmembranaire de potentiel électrochimique de protons générée par la

chaine respiratoire (APuH").
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Ce APpH" est ensuite utilisé pour diriger la synthése de I’ATP au niveau
de I’ATP synthétase. Le potentiel électrochimique de protons présente deux
composantes, un ApH) et (A¥Y). Dans le cas des mitochondries végétales, le AY
constitue la composante quasi unique du APuH * (Diolez, 1985). Or le potentiel de
membrane est directement lié a la perméabilité de la membrane mitochondriale
interne aux protons et aussi dans une certaine mesure aux cations (Mitchell, 1979;
Nicholls, 1982; Diolez, 1985; Djebar et Djebar, 2000). En effet, le potentiel de
membrane est lié a la valeur de la conductance aux protons par la relation :

APpH" = Vox /| CmH* (Diolez, 1985; Djebar et Djebar, 2000)

De plus, I’existence d’un antiport H/K* dans les mitochondries végétales (Diolez et
Moreau, 1985), rend le potentiel de membrane trés largement dépendant de la

conductance des membranes mitochondriales au potassium.

Pour cette raison, il est apparu intéressant d’examiner plus en détail I’action
du cadmium sur les mitochondries végétales. Cette étude a été réalisée sur des
mitochondries purifiées sur percoll. Les mesures de potentiel de membrane ont été
réalisées a I’aide d’une électrode spécifique au TPP* (Kamo, 1979). Le traitement
des mitochondries a été realisé en utilisant des concentrations de cadmium variant
de 4uM a 20uM. Ces concentrations ont été choisies en raison des données
concernant I’effet du cadmium sur le gonflement des mitochondries (Shih et al.;
2005; Zang et al., 2008).

Nous avons ensuite déterminé les valeurs des paramétres des
phosphorylations oxydatives (vitesse d’oxydation, CR, ADP/O) et les valeurs du
potentiel de membrane en état phosphorylant et non phosphorylant. Nous avons
aussi déterminé les variations des activités ATPasiques ainsi que celles de la voie
alternative résistante au cyanure des mitochondries soumises au traitement par le

cadmium.
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L analyse des variations de pH (ApH) a ¢été entreprise dans le but de
mesurer les changements éventuels d’activités ATPasiques ou autres variations
d’acidité du milieu de mesure pouvant traduire des changements éventuels de
perméabilité membranaire des mitochondries. Paralléelement & cela, des mesures de
variabilité du volume mitochondrial sous I’effet du cadmium ont été effectuées.
Enfin, des analyses du contenu lipidique et un suivi des activités enzymatiques
intervenants dans la détoxification ont été entreprises afin de vérifier I’effet du

cadmium sur les mitochondries isolées de Pomme de Terre.

Les résultats exposés dans ce mémoire montrent que la vitesse de
I’oxydation du succinate par les mitochondries isolées est diminuée par le cadmium
(50% environ). D’autre part, on constate que la vitesse en état non phosphorylant
(état 4) n’est que tres peu modifiée au cours du traitement. On obtient donc une
diminution du controle respiratoire. De plus, les valeurs des rapports ADP/O

tendent également a diminuer au cours de ce traitement.

Cependant, une observation importante peut étre notée. L’effet du
cadmium sur les capacités oxydatives et phosphorylantes des mitochondries n’est
réellement observé qu’a partir des concentrations 8, 12 et 20uM, puisque qu’a la
plus faible concentration de cadmium on observe trés peu d’effet du cadmium, une
légere stimulation de ces valeurs est méme observée. Les mesures de la vitesse de
phosphorylation dans les mitochondries traitées par le cadmium confirment les
résultats concernant les vitesses d’oxydation qui indiquent une inhibition
progressive de I’activité des préparations mitochondriales. Cette diminution

d’activité est due au traitement par le cadmium.

Les mesures de variations de potentiel de membrane montrent que le
cadmium a tendance a réduire fortement ces valeurs (+ de 50%). Cette baisse du
AV serait directement responsable de la chute du APpH" généré par I’oxydation du

succinate.
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Les mesures d’activité d’hydrolyse de I’ATP par les préparations
mitochondriales suggerent qu’une activité ATPasique est enregistrée et que le
traitement par le cadmium modifie celle-ci dans le sens d’une diminution (50%).
Cette activité est de type ATPase mitochondriale sensible a I’oligomycine.
Parallelement, on constate qu’une activité ATPasique importante insensible au
cyanure se développe au cours du traitement des mitochondries et que le cadmium

stimule fortement cette évolution.

Les résultats relatifs aux effets du cadmium sur les variations de volume
des mitochondries montrent qu’une modification importante du volume
mitochondrial est observée, celle-ci atteint 90%. Ce gonflement vient confirmer la
baisse dLAY obtenue et par la méme, la stimulation de la perméabilité

membranaire des mitochondries traitées.

Le suivi des variations de protons H* (ApH) montre qu’une acidification
importante du milieu de mesure est observée en présence de cadmium. Celle-ci
augmente avec la concentration de cadmium. Ce résultat vient confirmer
I’importance de la perméabilité induite par le cadmium. L’addition d’oligomycine
provoque environ 50% d’inhibition de cette activité. Ce qui semble indiquait que
I’acidité du milieu enregistrée en présence de cadmium serait due a moitié a une
activité ATPasique typiquement mitochondriale et que I’autre moitié de I’activité

enregistrée serait plutét non mitochondriale.

Enfin, les mesures des activités enzymatiques catalase et guaiacol-
Peroxydase montrent que les faibles concentrations de cadmium stimulent ces
activités et les fortes concentrations de cadmium les réduisent fortement. Ceci
pourrait traduire en fait la mise en évidence d’un systeme de détoxification du
cadmium qui devient en présence de concentrations importantes de cadmium

inefficace et se retrouve ainsi inhibé.
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Le dosage de I’activité lipoxygénase chez les mitochondries traitées par le
cadmium montre que cette activité est tres fortement stimulée. Cette forte
stimulation de la LOX associée aux taux importants enregistrés en acide linoleique
et linolénique, principaux substrats de I’enzyme, sera traduite par une tres forte
production d’hydroperoxydes d’hydrogéne (ROS), qui sont de potentiels

destructeurs des membranes mitochondriales.
2. Effetsdu calcium sur lesmitochondriesisoléesde Pommede Terre:

Cette partie du travail a été entreprise dans le but de vérifier les effets du
calcium sur les mitochondries de Pomme de Terre afin de déterminer si cet ion
dont la structure est connue comme tres proche de celle du cadmium, affectait la
respiration et les mouvements des charges associeés a la transduction de I’énergie

dans les mitochondries isolées.

En effet, beaucoup de travaux soulignent la similitude qui existe entre les
mécanismes d’action du cadmium et celui du calcium. On a souvent proposé que la
cadmium altérer les fonctions du calcium et vice versa (Jaswant et al., 1996).
Certaines études ont permis de montrer que les paramétres des phosphorylations
oxydatives des mitochondries pouvaient étre altérées (inhibition) sous I’action du
calcium (Shih et al., 2005). Par exemple, il a été montré qu’un traitement par le
calcium a des concentrations supraphysiologiques provoquait une inhibition de la

consommation de I’oxygene par les mitochondries (Simpkins et al., 1998).

Parallélement, les flux calciques pouvaient étre fortement stimuler par les
méthalothionéines. Cette action serait plutdt synergique et interviendrait chez les
plantes soumises a un stress oxydatif. Le calcium libre traverse les membranes

grace & un systéme d’antiport H'/ Ca?* consommateur d'énergie (ATP).
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Les antiporteurs H*/ Ca®* qui sont localisés dans la membrane plasmique
et le tonoplaste (Robert et Roland, 1998; Sanders et al., 2002) favorisent le
transport du calcium et sa séquestration dans le compartiment endomembranaire

par le maintien d'une force motrice de protons APuH".

Tenant compte de toutes ces observations, nous avons jugé utile
d’examiner I’action du calcium sur les mitochondries végétales. Le traitement des
mitochondries a été réalisé en utilisant des concentrations de calcium ;0,1;0,5, 1, 2
et 3mM. Ces concentrations ont été choisies en raison des données concernant

I’effet du calcium sur le gonflement des mitochondries (Kondoh et al., 2000).

Les résultats exposés dans ce memoire montrent que la vitesse de
I’oxydation du succinate par les mitochondries isolées est légerement affectée par
le calcium (réduction a partir de 1mM). D’autre part, on constate que la vitesse en
état non phosphorylant (état 4) n’est que trés peu modifiée au cours du traitement.
On obtient donc une faible diminution du contrdle respiratoire. De plus, les valeurs
des rapports ADP/O tendent également a diminuer légerement au cours de ce

traitement.

Cependant, il faut noter que les effets observés avec le calcium ne sont
visibles qu’a partir de la concentration 1mM. Les mesures de la vitesse de
phosphorylation dans les mitochondries traitées par le calcium confirment les
résultats concernant les vitesses d’oxydation qui indiquent une faible inhibition
progressive de I’activité des préparations mitochondriales. Cette diminution

d’activité est due a I’ utilisation de concentrations supraphysiologiques de calcium.

Les mesures de variations de potentiel de membrane montrent que le
calcium & tendance a réduire ces valeurs (+ de 20%). Cette baisseAd¥ serait
directement responsable de la perturbation d8PuH * généré par I’oxydation du

succinate. Cependant celle-ci reste peu importante.
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Les mesures d’activité d’hydrolyse de I’ATP par les préparations
mitochondriales suggerent qu’une activité ATPasique est enregistrée et que le
traitement par le calcium modifie celle-ci dans le sens d’une diminution (20%).
Cette activité est de type ATPase mitochondriale sensible a I’oligomycine.
Parallelement, on constate qu’une activité ATPasique importante insensible au
cyanure se développe au cours du traitement des mitochondries et que le calcium

stimule fortement cette évolution (15 fois).

Les résultats relatifs aux effets du calcium sur les variations de volume des
mitochondries montrent qu’une modification moyenne du volume mitochondrial est
observée, celle-ci atteint 20%. Ce gonflement justifie un peu la baissa%¥u
obtenue et par la méme, une éventuelle stimulation de la perméabilité membranaire

des mitochondries traitées.

Le suivi des variations de protons H* (ApH) montre qu’une acidification
assez importante du milieu de mesure est observée en présence de calcium. Celle-
ci est inhibée a pres de 50% par I’oligomycine. Ceci prouve trés bien que cette

activité est du type ATPase mitochondriale.

Enfin, les mesures des activités enzymatiques catalase et guaiacol-
Peroxydase montrent que les faibles concentrations de calcium stimulent ces
activités et les fortes concentrations de calcium (au-dela de 1mM) les réduisent
fortement.

Ainsi, la présence de calcium en fortes concentrations serait capable
d’induire un stress oxydatif a I’origine du déclenchement de systéemes de
détoxification de type enzymatique. Le dosage de I’activité lipoxygénase chez les
mitochondries traitées par le calcium montre que cette activité n’est que tres peu
affectée par le calcium. Ce résultat associé aux taux relativement faibles
enregistrés en acide linoleique et linolénique, laisse suggeérer que le calcium a
faibles concentrations reste sans effets sur la production d’hydroperoxydes

d’hydrogene (ROS) pouvant étre générés par I’activité enzymatique LOX.
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3. Effets du traitement combiné Ca'/Cd* sur les mitochondries isolées de

PommedeTerre

Dans cette derniére partie, nous avons tenté d’étudier les interactions
cadmium/calcium a la lumiére des derniéres données bibliographiques en matiere
de compétition pouvant exister entre les deux composes chez les mitochondries

isolées.

En effet, beaucoup de travaux mettent en évidence I’interaction calcium et
cadmium, en effet, il a eté montré qu’un traitement par le calcium influencer le
déplacement du cadmium dans les racines et les feuilles de Salvinia molesta et que
cet effet était d0 a la phytotoxicité de cadmium (Jaswant et al., 1996). D’autres
travaux plus récents (Galvez et al., 2006), montrent que certaines cellules
présentent une grande affinité pour les deux eléments, ce qui explique encore la

similitude existante entre le calcium et le cadmium.

Toutes ces observations, nous ont conduit a étudier les éventuelles
interactions pouvant exister lors du traitement des mitochondries isolées par le
cadmium et le calcium. Dans nos expéerimentations, les concentrations de

calcium utilisées sont 0,5 et ImM.

Les résultats obtenus concernant cette partie montrent que les vitesses
d’oxydation du succinate en état phosphorylant (état3) augmentent Iégerement au
début du traitement par le cadmium et en présence de 0,5mM calcium puis tendent
ensuite a diminuer fortement a la concentration de 1mM calcium. Concernant les
vitesses en état non phosphorylant (état4) les valeurs obtenues montrent plutét une
constance lors du traitement combiné et ce indépendamment de la concentration de
calcium ajoutée. Les valeurs des CR augmentent aussi légérement avant de
diminuer a la concentration de 1mM calcium. La méme évolution est constatée
en ce qui concerne les rapports ADP/O, c'est-a-dire une légere augmentation a

0,5mM calcium puis une chute a ImM calcium.
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Les mesures des variations de potentiel de membrane montrent que le
traitement combiné cadmium/calcium a tendance a réduire fortement ces valeurs (+
de 50%) particulierement a partir de la concentration 12uM cadmium. Cette baisse
du AV reste directement liée & la diminution du APpH™ généré par I’oxydation du

succinate.

Les mesures de I’activité ATPasique des mitochondries sous traitement
combiné Ca/Cd montrent que le calcium a tendance a lever I’inhibition observée
lors du traitement des mitochondries uniquement par le cadmium. L’addition
d’oligomycine confirme le type d’activité mise en évidence. Cependant, deux
observations importantes sont notées, d’abord I’inhibition levée en présence de
calcium n’est pas totale et I’addition d’oligomycine ne provoque pas une inhibition

compléte des activités ATPasiques des mitochondries traitées.

Les résultats des effets du traitement combiné calcium/cadmium sur les
activités ATPasiques alternatives sensibles au cyanure montrent qu’une tres forte
stimulation de ces voies ATPasiques est observée, ceci pourrait appuyer les
résultats de Shih et al., 2005 qui montrent que cette voie est toujours fortement

stimulée en présence de cadmium.

Parallélement a cela, les mitochondries traitées par la combinaison Ca/Cd
présentent un gonflement important et ce en présence des deux concentrations de
calcium. C’est d’ailleurs le cas dans la majorité des travaux de recherche
concernant cet aspect la (Kluck et al., 1997; Kondoh et al., 2001; Chagra et al.,
2009).
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Le suivi des variations de protons H* (ApH) dans le milieu de mesure,
montre qu’une acidification importante du milieu de mesure est observée suite au
traitement combiné calcium/cadmium. Cependant, cette acidification du milieu
reste inférieure a celle observée chez les mitochondries traitées uniquement par le
cadmium. Ceci pourrait étre expliqué en partie par la protection relative notée vis-

a-vis du cadmium chez les mitochondries de Pomme de terre.

Enfin, les mesures des activités enzymatiques catalase et guaiacol-
peroxydase montrent que les enzymes concernées ne sont faiblement affectées en
présence des deux composés. Une diminution est méme notee. Ceci pourrait en fait
stimuler la mise en marche de systeme de détoxification qui deviendrait rapidement
inefficaces au vue des fortes concentrations de Ca et Cd présente dans le milieu de

mesure.

Le dosage de I’activité lipoxygénase chez les mitochondries traitées par la
combinaison cadmium/calcium montre que cette activité reste fortement stimulée
mais reste du moins inférieure a celle notée chez les mitochondries traitées
uniquement par le cadmium seul. Cette augmentation de I’activité LOX associée
aux taux assez importants enregistrés en acide linoléique et linolénique, principaux
substrats de I’enzyme, serait a I’origine d’une production accrue d’hydroperoxydes

d’hydrogene (ROS), elements destructeurs des membranes mitochondriales.

L’ensemble de ces résultats indiquent que dans les conditions de traitement
utilisées dans ce travail, le cadmium exerce un effet important sur la perméabilite
de la membrane interne mitochondriale aux protons et cations monovalents. Il
semble donc clair que les effets du cadmium sur le gonflement mitochondrial
traduisent une modification profonde de perméabilité des membranes en réponse

en partie a une activité ATPasique qui serait indirectement inhibée par le cadmium.

Toutes ces observations nous laissent suggérer I’hypothése suivante selon

laquelle le cadmium traverserait dans un premier temps la membrane externe
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mitochondriale (MBE) pour provoguer un gonflement de I’espace
intermembranaire mitochondriale (Kondoh et al., 2001; Chagra et al., 2009), ce
gonflement se ferait au dépend d’une sortie fortement stimulée des ions K*
(Rasheed et al., 2005). Une fois au contact de la membrane interne mitochondriale
(MBI), le cadmium perturbe tous les parameétres clés de la chaine respiratoire
mitochondriale, a savoir les complexes I, I, Ill, IV et V, a travers les réductions
observées des valeurs des vitesses d’oxydation du succinate (Voxs et Vox,, CR,
ADP/O) et celles du AY et de I’activité du complexe V (ATP-synthétase), ceci vient

confirmer les observations de Simpkins et al., 1998 et Zang et al., 2008.

Parallelement, la présence de cadmium (xénobiotique stimule I’activité de
la LOX enzyme clé dans la production d’hydroxydes d’hydrogénes. En effet cette
enzyme associée aux taux élevés des acides gras (Linoléique et linolénique)
principaux substrats de la LOX produit des hydro peroxydes (ROS) en quantités
importantes qui vont par la suite attaquer les phospholipides membranaires et
aboutir a leur peroxydation. La production accrue de ROS stimule a son tour les
activités enzymatiques de défense des mitochondries a savoir la CAT et la GPX
mais cette activité n’est que de courte durée et reste peu efficace en raison des
concentrations supraphysiologiques du cadmium. Des observations semblables sont
rapportées par Sokolova et al., (2005) sur des bivalves; et Zang et al., (2008) sur
des cellules hépatiques. Dans le cas de notre hypothése, le cadmium interviendrait
au niveau de 3 Sub-Systeme-Sites, (SSS;: composé du systéme d’oxydation du
substrat respiratoire; SSS,: composé du systeme de transport des cations et des

protons H* et enfin le SSS;: composé du system de phosphorylation).
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Figure 31. Schéma illustrant I’hypothese de I’action du cadmium sur I’activité
oxydante et phosphorylante des mitochondries isolées d Pomme de Terre (Chagra et
Djebar, 2010). PLM : PhosphoL.ipides Membranaires.

Ainsi, le SSS; produirait une force protons-motrice APpH" responsable du
fonctionnement de SSS; (dans les conditions normales de fonctionnement de la
phosphorylation oxydative des mitochondries). Cependant, chez les mitochondries
soumises au traitement par le cadmium, cette force dévierait de sa fonction
initiale pour alimenter beaucoup plus le SSS,, ce qui augmenterait de fagon
importante la perméabilité passive des cations et protons au niveau de la MBI
(resultat obtenu dans notre travail et traduit en termes de variations dApH du
milieu de mesure). Cette déviation de la fonction prithalle de *
contribuerait indirectement a [I’inhibition de [I’activité ATPasique des

mitochondries.

115



Parallelement a cela, une forte stimulation de la voie alternative insensible
au cyanure est observée dans notre cas, cette voie constituerait une stratégie
couramment utilisée par les plantes (mitochondries) exposées a des xénobiotiques,
elle éviterait ainsi (dans la limite des conditions expérimentales) un éventuel
découplage des mitochondries soumises au cadmium (notre cas): cette voie est
souvent considérée comme une voie de tolérance aux xénobiotiques (Delpérée et
Lutts, 2008).

Enfin, le gonflement mitochondrial, associé a la stimulation de la fuite des
cations et H" ainsi que la Dépolarisation de la Membrane Mitochondriale (MMD)
particulierement au niveau des complexes | et Il (Belyaeva et al., 2004) va
contribuer inévitablement a I’ouverture du Pore de Permeabilite Transitoire
Mitochondriale (PPTM) et la libération du Cyt c (localise dans I’espace
intermembranaire, (Green et Reed, 1998; Green, 1998). Cette libération du Cyt ¢ va
stimuler d’une part, la synthese des Protéines Inductrices de I’Apoptose (AlF) et
autres caspases (3, 8 et 9; Risso de Faverney et al., 2004) et d’autre part,
I’activation des protéases responsables de la mort des mitochondries (Yang et al.,
2009).

Per spectives

Au terme de ce travail de recherche, il parait indispensable de réexaminer
certaines expériences de gonflement en fonction des données récentes sur les
mouvements d’ions tels le potassium, le sodium et I’influence de I’osmolarité du

milieu de mesure chez les mitochondries.

Cependant, le devenir de ce type de recherche portant sur les mécanismes
de I’action du cadmium au niveau des membranes nécessitera tres certainement une
étude approfondie sur le rble que pourrait jouer la voie respiratoire alternative
insensible au cyanure (fortement stimulée par le cadmium dans notre travail) lors

du déclenchement de I’apoptose chez les mitochondries.
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ABREVIATIONS

ADP, ATP: Adénosine DiPhosphate, TriPhosphate

ADP/O: Rapport quantité dADP phosphorylée sur quantité en oxygene
CoNsommee.

CAT : Catalase

CR : Contréle Respiratoire

EIM : Espace InterMembranaire

ETM : Eléments Traces Métadliques
APUH™: Force protons-motrice

GPX: Guaiacol Peroxydase

HMW: High Molecular Weight

HSP: Protéines de Choc Thermique
LOX : Lipoxygénase

LMW : Low Molecular Weight

ML : Métaux Lourds

MT : Métalothionéines

MB: Mitochondries Brutes

MP : Mitochondries Purifiés

MOPS: Acide Morpholino Propane Sulfamide
(OH) : Radical hydroxyle

(OH") : Anion hydroxyle

PC : Phytochéatines

POX : Peroxydases

PVP : PolyVinylPyrrolidone

PPTM : Pore de Perméabilité Transitoire Membranaire



ROS: Reactives Oxygen Species
SSS1 : Sub-Systeme-Sites

SOD : Superoxyde-Dismutase
SAB : Sérum Albumine de Boeuf
TPP". : TétraPhénylPhosphonium

Vox: Vitesses d’ oxydations des substrats respiratoires
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