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Introduction générale

L’histoire de l'utilisation du plomb est trés foment liée a I'histoire de 'homme
moderne. Le plomb est I'un des métaux le plus amement utilisé par 'homme. On
retrouve des traces de son utilisation comme piggndans des sépultures préhistoriques
datées de plus de 40 000 ans avant JC ainsi quajdas en plomb vieux de plus de 6 500
ans. Le probleme de la contamination de I'enviromexet par le plomb date de son utilisation
massive par les civilisations antiques. En effat, pir ses propriétés physico-chimiques
intéressantes (malléabilité, ductilité, bas poiet fdsion) et sa facilité d’extraction, les
Egyptiens, les Grecs et les Romains I'ont utiliséres grandes quantités. Le plomb a ensuite
connu une utilisation constante jusqu’a ce que agasa@mmation explose au cours de la
Révolution Industrielle. Au cours de I'histoire, pdomb a été utilisé pour de nombreuses
applications telles que les verreries, les peisturies céramiques, l'essence et les
accumulateurs. De nos jours, il continue a étresmamsent employé dans de nombreux
processus industriels comme la fabrication des ragtateurs (environ 72 % de sa
consommation mondiale). En raison de sa toxicitérés, son utilisation a été fortement
restreinte et, du moins dans les pays les pluslalgwées économiquement, les sources de
contamination en plomb (notamment atmosphériques) apnsidérablement diminué.
Cependant, le plomb étant un élément peu mobiteuite trés forte persistance dans les sols
(Bourrelier and Berthelin, 1998).

La toxicité du plomb est connue depuis I'Antiquitdippocrate (460-377 av. J.C.)
rapportait, il y a 2 400 ans, que les vaches paisgdaproximité des mines de plomb de
Laurion, prés d’Athénes, encouraient la mort (Lerss1988). Chez 'Homme, Hippocrate a
également décrit les symptébmes d’'un empoisonnepaarie plomb : diarrhées, fatigue, perte
d’appétit et de poids, paleur et irritabilité. Madgcela, et du fait de ses nombreuses
potentialités d’utilisation, le plomb a continuétke utilisé et a polluer de facon importante
'environnement. Les effets délétéres du plomb lsusanté humaine et animale ont été
étudiés, deés le XIX*siécle, et de facon importante dés le début df"™X3iecle, notamment
en raison des pathologies induites par le plombneerte saturnisme (Aubt al, 1926). La
contamination de I'environnement a été tres pewid@née. Il faut attendre les années 1960 et
1970 pour que se développent des études sur le Rujmajorité concernant des plantes
cultivées en raison des risques de contaminatiota ddaine trophique et de la baisse de

rendements observée sur les parcelles polluéde paomb.

Ces trente dernieres années, de nombreux chercbelssnt intéressés a l'impact du

plomb sur les végétaux. Plusieurs revues biblidgopaes lui ont été consacre (Singhal,
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1997; Seregin and Ivanov, 2001; Pattaal, 2004; Sharma and Dubey, 2005). La majorité
des travaux en champ, effectués en conditionsllesésg traitent presque exclusivement des
transferts sol-plante du plomb. Il est dommagedbleonstater qu’une large partie des études
traitant des effets du plomb sur les végétauxtaité&alisée a des concentrations en plomb tres
importantes. Ces études (environ deux publicatgumstrois) utilisent des concentrations en

P souvent létales ou sublétales, de I'ordre du mdlaire, et quasi exclusivement en

culture hydroponique. Il est évident qu’'a de telbemcentrations, les effets observés sont
multiples et tres significatifs. Cependant, d’'unrnpale vue environnemental, ces résultats
n'ont que peu de significativité, car ces teneurpassent largement celles qui peuvent se
retrouver dans la solution du sol, méme dans des $rtement contaminés (Jopony and

Young, 1994). Il est donc important de développes dxpérimentations sur plantes entieres

avec des concentrations en plomb « réalistes »mburt de vue environnemental.

Si I'on exclut les zones proches d’'industries niétgiques, d’'usines de recyclage ou de
mines de plomb ou les retombées atmosphériquedotiebppeuvent étre importantes, la
contamination des plantes s’effectue majoritairedmear les racines. Le plomb étant un
élément relativement peu mobile dans le sol, saake faible proportion contenue dans la
solution du sol est disponible pour les plantepddy and Young, 1994). En fonction des
conditions du milieu, les plantes peuvent absother partie du plomb présent dans le sol.
Les ions PP diffusent dans la racine, mais sont bloqués pabdaiére physique que
représente I'endoderme, ce qui limite fortement teanslocation vers les parties aériennes.
Bien que les plantes possedent de nombreux syst@mesiétoxication pour limiter
I'interaction de ces ions avec les molécules bijogs, ces derniers induisent tout un
eventail d’effets délétéres pour les organismes.planb perturbe ainsi les structures
membranaires et pariétales, modifie le statut loyeli perturbe I'absorption et/ou la
translocation des éléments minéraux essentielsijoal manganese, zinc, fer...) ou encore
réduit la photosynthese (Seregin and Ivanov, 2@grma and Dubey, 2005). A I'échelle
macroscopique, I'exposition des plantes au plondlnitnune réduction de la croissance, de la
biomasse produite, des rendements et, lorsquedsssest trop sévere, conduit a I'apparition
de nécroses racinaires et foliaires, de chlorogaise a la mort de la plante (Seregin and
Ivanov, 2001; Sharma and Dubey, 2005).

Malgré tout l'intérét porté au plomb par la commutgascientifique, les mécanismes
d’action de ce métal, de méme que ceux qui comgigat sa pénétration dans la plante ou

dans les cellules, sont peu connus. Les chercloedingis en avant la forte affinité du plomb

11



Introduction générale

pour les molécules biologiques comme raison praleiple sa toxicité. Il a la particularité de
se fixer aux membranes biologiques ainsi qu’'awoipacellulaires, ce qui expliquerait la
perturbation des ultra-structures et les probledwsroissance. Il présente également une
forte affinité pour les protéines qui possedent desupements thiols ou des cofacteurs
métalliques (métallo-enzymes). Cependant, malgréoXicité certaine de ces deux types
d’interactions, cela ne suffit pas pour expliquarttés grande variété d'effets déléteres
observés dans les plantes traitées avec du pldmiofamment la génotoxicité induite par ce

métal.

La présence de plomb dans les plantes induit lduystdn d’Espéces Réactives de
I'Oxygene (ERO) perturbant le statut redox desubedl, ce qui occasionne un stress oxydatif
(Seregin and Ivanov, 2001; Sharma and Dubey, 2@D&}e caractéristique est connue pour
étre une des causes principales de la toxiciténdtgux lourds. Cependant, ni les mécanismes
de génération d’ERO par le plomb, ni 'importanetative de ce phénomene dans la toxicité

du plomb n’ont été évalués.

Au cours de ce travail de these, nous avons ct@gidier les effets d’une pollution au
plomb « réaliste » sur les plantes, et les relatigni existent entre le stress oxydatif et les
effets observés. Du fait de la quasi inexistencdittirature concernant la réponse précoce
d’'une plante a une exposition a de faibles conagatrs en plomb, nous nous sommes
attachés dans un premier temps, a déterminer fets éfe ce métal sur des temps courts
d’exposition, en considérant plus particulieremdit I'absorption du plomb et sa
translocation vers les parties aériennes ; (idlétion de trois marqueurs de stress (teneur en
pigments photosynthétiques, peroxydation lipidigieactivités des enzymes antioxydantes
qui sont des marqueurs indirects du stress oxydatiii) la réponse de la plante a cette
exposition (concentration en glutathion et en pbly&atines intervenant dans la
détoxication/séquestration du métal). Le choix aelante s’est naturellement porté sur la
feve (Vicia fabg, une plante de plus en plus utilisée en écotdxige, pour laquelle le
laboratoire possede une certaine expertise et tpst savérée sensible a de faibles

concentrations en plomb (Loudes, 2002; Pourrut3200

Parallelement & cette étude, nous nous sommegse&s a la génération d’ERO par le
plomb. En utilisant une approche pharmacologiqumysnavons tenté de déterminer les
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sources d’ERO dans les racines, puisqu’elles sssplemieres a étre en contact avec le

métal et sont exposées aux plus fortes concermisagin plomb.

Enfin, dans une derniere étude, nous nous somr@es$sés a un cas particulier et peu
étudié de la toxicité du plomb : sa génotoxicitéubl avons évalué la génotoxicité induite par
une faible concentration en plomb et avons essa&péctter les mécanismes induisant cette
génotoxicité et, en particulier, les liens unissaeite derniere aux ERO.

Quatre parties composent ce mémoire. La premieréepprésente une synthese
bibliographique du stress oxydatif dans les plaetedes effets du plomb sur ces dernieres.
Une présentation du matériel végétal et des tedesigtilisées pour répondre a nos objectifs
est effectuée dans une seconde partie. La troigiamie présente nos résultats sous la forme
de quatre publications rédigées en langue anglagspremiére publication permet d’aborder
les effets sur la feve, d’une exposition de codriee a une concentration réaliste en plomb.
Les deux articles suivants rendent possible lidieation dans les racines de la source
enzymatique responsable de la production d’ERCestimation de son importance dans la
toxicité du plomb. Le dernier article se focalise ks effets du plomb sur 'ADN des cellules
racinaires de feves et permet d’élucider, en patde mecanismes conduisant a cette
génotoxicité. La derniere partie du manuscrit, gaipose une synthese et une discussion de

I'ensemble de ces résultats, suggére quelqueseptvas a ce travail.
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Chapitre | : Revue bibliographique

A. Le stress oxydatif chez les plantes

Le stress oxydatif chez les plantes fait l'objet d&s nombreuses revues
bibliographiques (Bartosz, 1997; Bolwell and Wagels 1997; Van Breusegeet al, 2001,
Potterset al, 2002; Schutzendubel and Polle, 2002; Blokrehal, 2003; Apel and Hirt,
2004; Foyer and Noctor, 2005a; Pitzschke et aD628vormuth et al., 2007) et de plusieurs
livres (Inze and Montagu, 2001; Smirneff al, 2005). Ainsi, le but de cette premiére partie
bibliographique n’est pas de faire un point totadamexhaustif sur ce vaste sujet, mais de
réaliser un apercu des différents processus pr@mtgcet antioxydants se déroulant dans les
cellules végétales, permettant de comprendre lesumsmes conduisant a la génération d’'un

stress oxydatif.

1 Le statut redox cellulaire

Commencée il y a plus de 1,8 milliards d’annéesyudmentation progressive de la
teneur en dioxygene dans I'atmosphere terrestrermip le développement du métabolisme
aérobie. L'apparition de ce métabolisme aérobiaupstadaptation a une nouvelle contrainte
environnementale. Il possede également un avantgg@tant par rapport aux métabolismes
anaérobies puisqu’il permet d’augmenter de faces significative la quantité d’énergie
(ATP) produite. L’évolution positive de I'efficieecdu mécanisme de production énergétique
a contribué au développement d'organismes multiketes complexes. Toutefois, le
dioxygene n’est pas un gaz neutre, et sa réactieméuit a la formation d’especes réactives

de I'oxygénes pouvant réagir avec les composésdimples et induire certains dommages.

1.1 Les Especes Réactives de I'Oxygene

1.1.1 ERO ou radicaux libres ?

Les ERO sont souvent associees aux radicaux libeeerme de radical libre renvoie a
n'importe quelle espéce capable d'une existenc&paddante (d'ou le terme de libre)
contenant un ou plusieurs électrons non appariéfliiiell, 2006). Un électron non apparié
est un électron qui occupe seul, une orbitale ajoeniou moléculaire. L'exemple le plus

simple de radical libre est I'hydrogéne qui poss@deaeul électron non apparié sur sa couche
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orbitale externe. Ainsi, si les radicaux libres sunt pas forcément associés a des espéces
dérivant de I'oxygéne, la notion de réactivité n')gas forcément relative aux radicaux.

Les ERO deésignent a la fois des espéces radicaldeel’'oxygene (@ O,") et des
espéces non radicalaires,fQ'0, ; Figure 1). Ainsi, tous les radicaux oxygénés stes

ERO, mais tous les ERO ne sont pas des radicaux.

2 O O O O O
OO WO OO B O
2 @ O OO OO GO

@
g 2 W ® @, @, @,
.g o*2s @ @ @ @ @
[4+]
S als @ @ @ @ @
i (1)) @ D @ ™
ols @ @ @ @ @
Etat de baseroz 0, singulet Anion Anion 0, singulet
Czg0y) {agn,) ~ SUperexyde  peroxyde (12g"0,)
(©27) Q%)

Figure 1 : Version simplifiée de la structure éleecbnique de la molécule de dioxygene et

de quelques dérivégd’apres Halliwell, 2006).

La forme stable de dioxygene que nous connaisshitesiriplet, est un biradical libre
possédant deux électrons non appariés avec des ppmalleles. Sous cette forme, le
dioxygene est un puissant agent oxydant. Cepenelanirtu des regles de restriction de spin
de Wigner, et du fait de sa structure électronidiogygene fondamental posséde une forte
inertie vis-a-vis des molécules biologiques, pa@uplupart non radicalaires. Sa réactivité est
limitée aux molécules capables d’apporter un owdgectrons non appariés, et dont le spin
est antiparalléle aux siens.

La réactivité des espéces chimiques qui dériverteddioxygene est, elle aussi, relative.
En effet, I'anion superoxyde ¢Q et le peroxyde d’hydrogéne {B,) sont trés sélectifs dans
leurs réactions avec les molécules biologiqueseevant, par exemple, interagir qu’avec
quelques enzymes. Au contraire, le radical hyd®X@H) réagit avec toutes les molécules

présentes a proximite.

17



Chapitre | : Revue bibliographique

1.1.2 Les différents types d’ERO

1.1.2.1Les ERO primaires

Différents types d’ERO, plus réactifs que J,@euvent étre formés dans les organismes
vivants. Certaines, directement dérivées de la catdéde dioxygene, sont appelées ERO
primaires. Dans un premier temps, un apport éngrggtréorganise les électrons de la
molécule de dioxygernmour former une des deux formes du dioxygene satdilooteet al,
1985 ; Figure 1). Cependant, I'état singuf®ig‘O, est trés instable et se transforme
rapidement efAgO, (Figure 2). Cette derniére forme singulet qui psiretrouver dans les
tissus biologiques, est plus communément écrits smdorme’O,. Le passage a la forme
singulet enléve la contrainte de restriction denspt 'O, peut réagir directement avec les
composants cellulaires. La réactivité du dioxygesiegulet étant trés importante, sa
concentration cellulaire peut étre considérée coméggigeable (Foyer and Noctor, 2005b).

Oxygéne singulet
Lot go:tl

159°0, —— 120,

€ e e e
Oy —— By H,O, OH H,O
t-@:0-  1-Qo: H:0:0:H -O:H H:0:H
Dioxygéne Anion Peroxyde Radical -

superoxyde  d’hydrogéne hydroxyle

Figure 2 : Schématisation de la transformation éneyétique ou chimique (réductions

successives) de la molécule de dioxygene dans ustéye biologique.

Au cours de divers processus physiologiques, urtréle peut également étre transféré
au dioxygene, ce qui conduit a la formation deibanradical superoxyde L (Figure 1 et
Figure 2). Le potentiel redox du couple CH,0, est de + 0,94 V (Foyer and Noctor, 2005b).
Sa réactivité est limitée et spécifique a certaimegécules biologiques comme les énes et
diénes, certains acides aminés comme le tryptopHdms&tidine ou la méthionine ou les
lipides, avec qui il peut former des hydroperoxy@éan Breusegenet al, 2001). L'anion
superoxyde possede une demi-vie courte, d’envircin 2 us, et ne peut pas réellement
diffuser dans la cellule (Van Breusegeet al, 2001). Sa concentration cellulaire est
inférieure a 1 nM (Foyer and Noctor, 2005b).
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L’addition d’un nouvel électron au radical superd&ypermet de former I'ion peroxyde
(0,%) avec un affaiblissement de la liaison O-O. Dasssystémes biologiques, les réactions
ne s’enchainent pas de la méme maniere, et latrédute 'O, par deux électrons ou la
réduction d’'Q” conduit & la formation d’bD, plutdt que d’G* (Figure 2). Le potentiel redox
du couple HO,/OH est de + 0,54 V (Foyer and Noctor, 2005b). Lactigité du peroxyde
d’hydrogene est faible et due essentiellement éapacité a oxyder les groupements thiols
(-SH). Cette molécule relativement stable possede durée de vie denviron 1 ms,
permettant une diffusion sur une certaine distaacpartir du site de production (Van
Breusegenet al, 2001). La concentration moyenne intracellulameH2O, est de I'ordre de
0,5 uM (Mittler, 2002) mais peut varier de 0,1 ® LM (Foyer and Noctor, 2005b).

L’addition de deux nouveaux électrons élimine éaslon O-O et conduit a la formation
de deux ions oxydes Q. De la méme maniére, dans les systémes biologjidaeéduction
de 'O, par quatre électrons ou celle deJ®4 par deux électrons conduit a la formation d’eau
(Figure 2).

Compte-tenu de leurs relatives faibles réactiviggoxicité de I'anion superoxyde et du
peroxyde d’hydrogene est essentiellement due adapacité a générer une autre ERO, le
radical hydroxyle (Figure 2). Toutefois, cette g@tién est catalysée par la présence de
métaux de transition comme le cuivre ou le fer. Dan premier temps, O réduit un ion
métallique qui va, par la suite, pouvoir étre oxpade HO,, via la réaction de Fenton (Figure
3). La somme de ces deux réactions, appelée raattitaber-Weiss, aboutit a la formation
d"OH.

Reéaction de Fenton M™ 4+ HyOy — OH™ + *OH + Mt
Réduction par le Superoxyde O + MtV — O, + M™t
Réaction de Haber-Weiss O + HyOp — OH™ ++ *OH + Oy

Figure 3 : Réaction d’'Haber-Weiss conduisant a ladrmation du radical hydroxyle.

M correspond a un métal de transition (essentiefgre cuivre et le fer).

Si les auteurs ne s’accordent pas sur le tempsede-vle de ce radical hydroxyle
(<1 pus a <1 ns), tous s’entendent sur son extr@&aetivité et son trés fort pouvoir oxydant
(E OH/H,O = + 2,20V). Il interagit fortement et trés rapitent avec toutes les molécules
biologiques. Ainsi, sa concentration cellulaire esthsidérée comme négligeable (Foyer and
Noctor, 2005b).
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1.1.2.2Les ERO secondaires

Les ERO secondaires correspondent aux ERO formaéesépctions entre les ERO
primaires et les composés biochimiques de la eellud Tableau 1 présente quelques ERO
secondaires. Contrairement aux ERO primaires, prexide facon réguliere et en quantité
importante par les cellules végétales, les EROmaites sont seulement formées dans des
conditions particulieres. Mis a part certains pgd®s organiques, trés peu d’études se sont
intéressées a ces ERO, et leur importance biolegigtidiscutable.

Les Espéces Réactives de I'Azote (ERA) sont égalemesentées dans ce Tableau 1.
Ces especes particulieres, possédant a la foisagiagités oxydantes et nitrifiantes, devraient

plutbt étre dénommées Especes Réactives de I'Orygiete I'Azote.

Especes radicalaires Especes non radicalaires
ERO : ERO :
Carbonate, C© Acide hypobromeux, HOBr
Peroxyl, RQ Acide hypochloreux, HOCI
Alkoxyl, RO Peroxydes organiques, ROOH

Peroxynitrite, ONOO
Peroxynitrate, gNOO
Acide peroxynitreux, ONOOH

Radical dioxyde de carbone, €O

Peroxomonocarbonate, HCOOEO

ERA: ERA:
Oxyde nitrique;NO Acide nitriqgue, HNQ

Dioxyde nitrique;NO, Cation et anion nitrosyle, NGt NO
Radical nitrateNOs Tétraoxyde et trioxyde d’'azote ,Q, et N,O3z

Peroxynitrite, ONOO
Peroxynitrate, NOO

Acide peroxynitreux, ONOOH
Cation nitronium, NG
Chlorure de nitrile, NgCI

Tableau 1 : Présentation de quelgues especes réaes de I'oxygene (ERO) et de I'azote
(ERA) radicalaires ou non(adapté d’apres Halliwell, 2006).
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Ces dix derniéres années, le réle physiologiqguéodgde nitrigue (NO) a été
particulierement étudié chez les plantes (Crawéord Guo, 2005; Delledonne, 2005; Shapiro
and Gerald, 2005; Yamasaki and Cohen, 2006; Aragiozoand Floryszak-Wieczorek,
2007). Il apparait que le NO joue un réle essemieltant que molécule de signalisation.
L’oxyde nitrique peut également interagir aveg @our former du peroxynitrite (Beckman
and Koppenol, 1996) :

‘NO + O~ — ONOO

A un pH physiologique, le peroxynitrite se protaapidement pour former de I'acide
peroxynitreux. Ce puissant agent nitrifiant et cxydpeut altérer directement de nombreuses
molécules biologiques. Il peut également générerdisnmages indirects en subissant une
fission homolytique produisant deux puissants agemydants, le dioxyde nitrique et le
radical hydroxyle (Beckman and Koppenol, 1996) :

ONOOH— 'NO, + OH

Ainsi, les voies de production d'ERO et d'ERA prires sont fortement
interconnectées. C’est pour cette raison gu'unéiepdes ERA est considérée comme des
ERO par certains auteurs (Tableau 1). Néanmoirgydatité dOH provenant de cette voie,
ainsi que la quantité d’ERA produite, est faibl@slées tissus végétaux. En effet, la quantité
de ‘NO générée est de l'ordre de quelques nritdiyy (Vanin et al, 2004), alors que la
quantité d’Q” produite est de I'ordre de plusieurs centaines Mesfi (Mittler, 2002) ; la
teneur moyenne des cellules végétales ed,Hst de I'ordre de plusieurs micromolaires
(Foyer and Noctor, 2005b). Pour cette raison, ikeste cette revue bibliographique sera

uniquement consacrée aux ERO primaires.

1.2 Potentiel redox intracellulaire

Les organismes aérobies les plus évolués ont délafiper des systemes de conduction
des nutriments mais également de l'oxygene, poassstrer de sa distribution dans
'ensemble de I'organisme (systémes vasculairess@&er de tels systemes de distribution
est un avantage, car ils permettent de régulefilgsde dioxygene parvenant aux cellules.
Cependant, les systemes de régulation n’empéchantlg production d’'ERO au niveau
cellulaire. La quantité d’kD, produite est assez importante, conduisant a uneeoatration

moyenne de l'ordre du micromolaire. Cette conceiatnanon négligeable de molécules
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oxydantes a conduit a des adaptations au nived&ulaied. Toutes les cellules d’organismes
aérobies contiennent des concentrations importalgesolécules possédant un fort pouvoir
réducteur, comme les couples GSH/GSSG (glutathi@duit/glutathion oxyde),
NAD(P)/NAD(P)H (nicotinamide adénine dinucléotidephfsphate) oxydé/réduit),
TRXo/TRXeq (thiorédoxine oxydée/réduite) et J#iFdeq (ferrédoxine oxydée/réduite)
(Tableau 2). Contrairement aux cellules animales,ckellules végétales, et en particulier les
cellules chlorophylliennes, contiennent de trés ndes quantités d’ascorbate

(Déhydroascorbate/Ascorbate).

Couple redox Potentiel redox (V) Gamme de concenttian cellulaire (UM)
DHA/ASC - 0,10 10000-20000
GSSG/GSH - 0,24 2000-5000
NAD(P)/NAD(P)H - 0,32 200-500
TRXox TR X ed - 0,33 10-100
Fdox/Fdeg -0,42 10-100

Tableau 2 : Valeur des potentiels redox et gamme deoncentration des principaux
couples redox rencontrés dans les cellules végéml@dapté d’'aprés Foyer and Noctor,
2005b).

Le potentiel redox intracellulaire, ou statut nedest la résultante de I'état redox des
couples oxydo-réducteurs présents dans la celidée notion peut s'apparenter a la notion
de pH cellulaire associée aux couples acido-basigie pratique, les conditions redox
régnant dans la cellule sont évaluées par le ragiesrconcentrations des formes oxydées et
réduites des couples redox prépondérants, comme deuglutathion et de I'ascorbate
(Noctor, 2006). Du fait de leurs fortes concentmasi cellulaires, les deux couples
GSSG/GSH et DHA/ASC agissent comme des tamponxfedbinstar des tampons acido-
basiques.

Il existe une trés forte interconnexion entre E#¥0 et les molécules réductrices. Par
exemple, le GSH et I'ascorbate sont capables déreédirectement I'anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogene. lls servent également deubstsats aux enzymes antioxydantes
détoxiquant les ERO. Ainsi, de part leur potentigydant et via leurs interactions avec les

couples redox majoritaires, les ERO contribuent 'étalblissement potentiel redox
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intracellulaire. 1l résulte, de ces diverses intBoms, une homeéostasie redox cellulaire. Le
potentiel redox cellulaire détermine les proporisalatives des especes oxydées ou réduites
de chaque couple redox. Ces proportions dépenasnpatentiels redox {(Ede ces couples.
Cette fonction du potentiel redox cellulaire esttipalierement importante, car l'activité de
nombreuses protéines, et en particulier de nombigtrurs de transcription, est régulée par
leur état redox (Foyer and Noctor, 2005b, Noct6f6). Ainsi, dans des conditions normales,
le cytoplasme cellulaire est un milieu tres réduGtee qui a pour conséquence de maintenir

la grande majorité des groupements thiols a Ié@tit (Foyer and Noctor, 2005b).

2 Les prooxydants

Chez les plantes, il existe de nombreuses soustesaires d’ERO, localisées a divers
endroits de la cellule. Les trois sources prin@paont les chaines de transport d’électrons
(CTE) des chloroplastes et mitochondries, certamesymes comme les peroxydases et
oxydases et enfin, les molécules photosensibiligstrcomme la chlorophylle (D&t al,
2000; Blokhinaet al, 2003).

2.1 Production d’ERO lors des principaux processubw@iques

2.1.1 Les chloroplastes et I'appareil photosynthétique

Les cellules chlorophylliennes, du fait de leurdurction d’'Q au cours du processus
photosynthétique, sont particulierement exposédesg&nération d’ERO. Le chloroplaste est
souvent considéré comme étant la principale souwld&RO chez les organismes
photosynthétiques (Foyer and Noctor, 2003; Edr@@05; Asada, 2006). Le processus
photosynthétique est & I'origine de la formatioredie d*O, et d'Q,” et indirecte d’HO, (par
dismutation de I'Q) et d'OH. Il y a encore peu de temps, le photosystéenteSl)( était
considéré comme la source principale des ERO gpllastiques. Dans des conditions
physiologiques normales, le flux d’électrons du BS&tldirigé vers le NADP qui est réduit en
NADPH par la ferrédoxine NADP réductase (FNR). Lofan stress (par exemple, une
luminosité trop importante), la chaine d’électropsut se saturer. Une partie du flux
d’électrons peut étre alors dérivée par la ferraaoxers I'oxygene (Figure 4). Cette réaction

est connue sous le nom de réaction de Mehler. &q# la ferrédoxine, d’autres accepteurs
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d’électrons du PSI possédent un potentiel redoXisamiment négatif pour réduire le
dioxygeéne en anion superoxyde (Mehler, 1951; Asddd, 1974).

Ces dix dernieres annees, il est apparu que lede&tiégalement un site de génération
d’O," (Cleland and Grace, 1999; Dat al, 2000). Les quinones A et B du PSII seraient
impliquées dans la perte d'électrons conduisard eédluction de I'Q (Figure 4). Certains
auteurs ont méme suggéré que la production chlstigue d'anions superoxydes serait
majoritairement le fait de cette perte d’électrans PSIl, en particulier au niveau des
quinones B (Zhangt al, 2003). La chlorophylle a (Chl a) du PSIl possédalement la
capacité de transmettre directement un électréoxggéene, en cas de saturation de la CTE
(Hippeli et al, 1999). Cette réaction dite photodynamique deseldsst caractérisée par les
réactions suivantes :

Chl a + lumiére— Chl a* (Chl a excitée)
Chl a* — .Chl a (séparation des charges)
.Chla+ 0O, — ,Chla+ Q"

Une fois produits, les ions;Opeuvent se retrouver dans le lumen ou ils se peoto
pour former des H® susceptibles d'initier une peroxydation lipidiquees anions
superoxydes sont aussi produits dans le stromdsa@omnt rapidement pris en charge par la
superoxyde dismutase (SOD), responsable de leouthksion en HO, (Foyeret al, 1994;
Edreva, 2005).

La saturation de la CTE peut également conduit€hiha du PSII a interagir avec le
dioxygéne, via une réaction photodynamique de eléissnduisant & la formation D, et
non d'Qy” (Hippeli et al, 1999; Niyogi, 1999). Dans ce cas, la Chl a egcité trouve pas
d’accepteur d’électrons et perd progressivemensale excitation par des dégagements de
chaleur et un réarrangement des électrons suriszhemrbitale externe. Ce réarrangement
fait passer la Chl a de I'état singulet a triplettout accompagné d’une inversion de spins. La
Chl a, sous forme triplet, peut alors transmettre partie de son énergie a une molécule de
dioxygene dont la couche externe d’électrons segafise, conduisant a la formation

d’oxygéne singulet (Figure 4):

Chl a + lumiére— Chl a*
Chl a* (singulet)— Chl a* (triplet)
Chl a* (triplet)+ O, — Chl a (singulet) +O,
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Figure 4 : Production d’oxygenes singulets au niveau du PSllite’anions superoxydes

au niveau des PSI et PSII des thylakoides chlorogtques.

Les fleches claires représentent la photoexcitatiomiveau des PS et les flux d’électrons dansCIEE, en
condition physiologiques optimales. Les flechege®représentent les événements se déroulant éoltsdflux
de photons ou d’électrons excéde la capacité diélasion en CQ. Aq, A4, Fa, Fs, Fx, accepteurs d'électrons ;
APX, ascorbate peroxydase, AsA, ascorbate ; Cytligtochrome b6/f; Fd, ferrédoxine, FNR, ferréahaxi
NADP Réductase ; P680, molécule piege de chlordptdd PSII ; P700, molécule piege de chlorophylle d
PSI; PC, plastocyanine; Pheo, phéophytine ; PRstgguinone ; PQ} plastoquinole ; Q, quinones;
CuZnSOD, superoxyde dismutase a zinc (adapté dajsada, 2006).

2.1.2 Les mitochondries et la chaine respiratoire

De la méme maniére que chez les autres organiseéredies, les mitochondries
constituent une source importante d’ERO chez lastps. Néanmoins, chez ces dernieres, la
part de la production d’ERO due aux mitochondriest, variable en fonction de I'organe

considéré et des conditions du milieu (en partculensoleillement). Ainsi, elles constituent
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la source principale d’ERO dans les cellules ndofophylliennes, alors qu’elles ne
représentent qu’une faible part dans les celluldsraphylliennes exposées a la lumiere
(Foyer and Noctor, 2003). Les mitochondries deséia different de leurs homologues
animales par une chaine de transport d’électrdférelites, et des fonctions supplémentaires
comme la participation au cycle de la photoresjpina{Noctor et al, 2007). De plus, les
mitochondries des cellules photosynthétiques éwblgans un environnement particulier,
riche en oxygene et en carbohydrates.

Dans des conditions physiologiques normales, envito % du dioxygene total
consommeé par la mitochondrie est transformé en FBR®eris and Chance, 1973). De la
méme facon que pour la CTE des chloroplastes, cest saturation de la CTE
mitochondriale qui semble étre la cause des peli@sctrons vers I'Q (Figure 5). Les
composes intermédiaires radicalaires d’ubisemiquesp formés par la réduction du pool
d’'ubiquinones par les complexes | et Il de la CTderaient les principaux donneurs
d’électrons au dioxygene (Moller, 2001; Rhoaidsal, 2006). Cependant, les flavoprotéines
du complexe Il pourraient également contribuertteqaroduction d'Q” (Younget al, 2002).

La production d’'ERO a proximité des CTE peut généles dégats membranaires (cf.
4.2.2), induisant une diminution accrue de I'efiate de la CTE et une perte plus importante
d’électrons. La résultante est une augmentatiofadgnération d’ERO diminuant d’autant
plus I'efficience de la CTE. Ainsi, lors de strésgortants, la génération initiale d’ERO peut
conduire a un cycle délétére de production de spsaes toxiques pour I'organisme. Ce cycle
de production d’ERO mitochondriales est notammenisidéré comme l'une des causes
principales du vieillissement cellulaire (Loebal, 2005).

Bien qu'il existe des photosensibilisateurs potst{précurseurs hémiques) au niveau
des mitochondries, la production d’oxygéne singnlgta pas été mise en évidence (No&br
al., 2007).
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Figure 5 : Représentation de la chaine respiratoird’'une mitochondrie.

Les fleches rouges représentent les « fuites eati@ins vers I'Q permettant de former des anions superoxydes.
Complexe I: NADH déshydrogénase, complexe Il: sumtei déshydrogénase, complexe Ill: cytochrome bcl,
complexe IV: cytochrome ¢ oxydase, complexe V: A3&d&: pool d'ubiquinone, AOX: oxydase alternative,
cytochrome c, Extl and Ext2: NAD(P)H déshydrogésaseernes.

2.1.3 Les peroxysomes

Les peroxysomes possedent une structure simpletailleeréduite et une trés grande
quantité de catalases. En raison de ces caracj@est les peroxysomes ont longtemps été
considérés comme des organites spécialisés daétdaication du peroxyde d’hydrogene.
Les peroxysomes sont en fait le siege d’'une foctevite métabolique trés centrée sur le
métabolisme oxydatif (Corpast al, 2001; Nyathi and Baker, 2006). lls possédent de
nombreux systémes antioxydants et prooxydants. deasx principales sources d’ERO
peroxysomales sont [oxydation des acides gras et la photorespirat@orgdaset al, 2001,
Nyathi and Baker, 2006).

2.1.3.1La p-oxydation

La B-oxydation est un processus fondamental pour lesaarx, les levures mais encore
plus pour les plantes. En effet, en dehors de latilisations cataboliques, les composeés
dérivés de cettegg-oxydation sont impliqués dans un tres grand nomdee processus
cellulaires (Bakeet al, 2006; Nyathi and Baker, 2006; Poiretr al, 2006). En particulier,
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cette fonction peroxysomale permet la synthése déaules telles que I'acide jasmonique
(AJ), l'acide indole acétique (AIA) ou l'acide sallique (AS). Cependant, une étape de ce
processus, l'oxydation de I'acyl CoA par la 'adgbA-oxydase, entraine la réduction du
FAD en FADH, (Bakeret al, 2006). La régénération du cofacteur s’effectuelgpaeduction
d'une molécule d’'@ entrainant la formation d'#, (Foersteret al, 1981; Bakeret al,
2006).
acyl CoA + FAD— 2-trans-enoyl CoA + FADH
O, + FADH; — H,0, + FAD

2.1.3.2La photorespiration

La photorespiration est un processus vital paaiplantes. Bien qu’il apparaisse comme
un mécanisme codteux en énergie et peu rentable¢canisme physiologique remplit le role
de «soupape de sécurité » du photosysteme, emnevia saturation de la CTE
chloroplastique (Wingleret al, 2000). La photorespiration est un processus cexepl
illustrant bien les échanges de métabolites emsedifférents composants cellulaires. En
effet, il impligue des réactions métaboliques dénshloroplaste, la mitochondrie et le
peroxysome (Foyer and Noctor, 2000 ; Figure 6)rdaction de transamination du glycolate,
effectuée dans le peroxysome, conduit a la formatie glyoxylate et d'kD, (Foyer and
Noctor, 2000; Wingleet al, 2000; Nyathi and Baker, 2006).
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Figure 6 : Caractéristiques principales du métabobme de la photorespiration(d’apres
Foyer and Noctor, 2000).

Les fleches pleines montrent des conversions mEdgales, les fleches pointillées, des mouvementseent
compartiments. Les fleches bleues présentent desiogs qui impliquent le recyclage du carbone, vieges
I'utilisation de I'azote et les rouges la produatiet détoxication de I'HD,. Les enzymes impliquées dans ce
métabolisme sont: 1, phosphoglycolate phosphatag glycolate oxydase; 3, sérine:glyoxylate
aminotransférase ; 4, glutamate:glyoxylate amimsfierase; 5, sérine hydrométhyl transférase; 6,
hydroxypyruvate réductase ; 7. glycérate kinasgerzymes réductrices de la voie des pentoses iphiesp
GDC : glycine décarboxylase; GOGAT : glutamate tligge ; GS: glutamine synthétase; 2-OG :2-
oxoglutarate ; PGA : 3-phosphoglycérate.

2.1.3.3La chaine de transport des électrons peroxysomale

Les peroxysomes possedent également la capaci@rdger de I'Q, via leur CTE
(Fanget al, 1987). Cette CTE, de taille réduite par rappocebe des chloroplastes ou des
mitochondries, serait un systeme a trois composafidené par une protéine homologue a la
monodéhydroascorbate réductase, une protéine hgowlau cytochromesket une protéine
inconnue de 29 kD (Fareg al, 1987; del Ricet al, 1992; Lopez-Huertast al, 1997; del Rio
et al, 1998). Le role de cette CTE serait de régénéueNAD" et du NADP nécessaire au
métabolisme du peroxysome. De la méme facon que fesuautres CTE, I'@est un

accepteur potentiel d’électrons en cas de saturdéda CTE (del Riet al, 1998).
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2.2 Les principales sources enzymatiques

Les plantes possedent plusieurs enzymes ou congpleseymatiques responsables
d’'une production d’ERO plus ponctuelle que celleluite par les grandes fonctions
métaboliques. Cependant, ces générations pondusiet a l'origine de «flambées
oxydatives » (oxidative burst) pouvant étre impéiga dans des processus physiologiques
bien spécifiques comme la croissance cellulaireis rsartout dans la réponse aux stress

biotiques et abiotiques.

2.2.1 Les NADPH-oxydases

Le phénomene de flambées oxydatives est un phémorbéan connu chez les
mammiféres, participant a la lutte contre les itifets par des microorganismes. Les
NADPH-oxydases (NOX), en particulier celles assesiéaux macrophages, sont les
principales sources d’ERO a l'origine de cette fiém oxydative (Segal and Abo, 1993;
Lambeth, 2004; Segal, 2008). Les NOX forment umeilfa multigénique de sept membres
chez 'Homme (Sagi and Fluhr, 2006). Ce complexeymratique est constitué par deux
protéines membranaires gp&t et p22"™ (phox pour phagocyte oxydase) formant un
flavocytochrome kg hétérodimérique (Lambeth, 2004 ; Figure 7). L'aafion de ce
complexe nécessite la translocation vers la mengbnalasmique de trois composants
régulateurs cytosoliques, les protéines PO p47"* et p67" se liant aux protéines
membranaires pour former le complexe actif de laXN@Bokoch, 1994). Deux petites
protéines, raplA et pZ% appartenant a la famille des GTPases Rho, coemléte
complexe. Il semblerait que l'activation de la NQHit initiee par la phosphorylation des
composants cytosoliques, par une protéine kinasgPKC). Chez les mammiferes,
'association des composants membranaires et didass est indispensable au
fonctionnement du complexe enzymatique réduisd €n Q~ (Bokoch, 1994; Lambeth,
2004).
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Figure 7 : Régulation du complexe enzymatique de IdOX chez les mammiferegd’apres
Morenaet al, 2002).

La brusque production d’ERO n’est pas une excltésianimale puisqu’elle a également
été détectée chez les plantes, en particulierdangeractions plantes-microorganismes (Low
and Merida, 1996). Par analogie avec le mode ddugtmn d’ERO dépendant de la NOX
chez les mammiferes, de nombreux scientifiques renherché des homologues de ce
complexe enzymatique chez les plantes. L'utilisatie diphénylene iodonium (DPI), un
inhibiteur pharmacologique de la NOX, a permis detra en évidence son implication dans
la flambée oxydative induite lors d’'une infectioarples pathogénes (Leviet al, 1994;
Desikanet al, 1996). L'utilisation d’anticorps dirigés vers lgsotéines humaines p#®"
pA7"™ et p6P"™* a révélé I'existence de protéines homologuesailles comparables, chez
les plantes (Desikaat al, 1996; Xinget al, 1997; Razem and Bernards, 2003). Il n’existe
pas d’homologue de la protéine GTPase$ifarticipant a la régulation des NOX animales
(Sagi and Fluhr, 2006). Cependant, d’autres GTRasesiologues des GTPases Rho
animales et nommées ROP (pour Rho-like proteimpéent tenir ce réle (Jones al, 2007).

Des techniques de clonage moléculaire ont été&ségidi, en particulier pour caractériser
la protéine gp9T™ contenant le site catalytique du complexe de laXNCes différentes
études menées ont identifié une famille multigéajgeodant pour des protéines d’environ

105 kD nommées Rboh (pour respiratory burst oxidmsaolog). Ces protéines contiennent
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une région C-terminale montrant des similitudesiprées avec celle de la protéine §f%1
(Sagi and Fluhr, 2001; Torrext al, 2001). Les protéines Rboh, comme leurs homologues
gp9P¥"™ contiennent six domaines transmembranaires ginsides domaines de liaison au
FAD et NADPH dans leur partie C-terminale (Figuyel&s troisieme et cinquieme domaines
transmembranaires lient, par quatre liaisons awed’ldstidine, deux groupes hémiques
indispensables a la réduction du dioxygene en asuiperoxyde. De plus, les Rboh végétales
présentent des analogies plus prononcées avemiéime gp91"™ de la NOX5 humaine
gu'avec celle des autres NOX, en possedant un ldogeaine hydrophile N-terminal qui
contient deux motifs « EF hand » de liaison auigaig(Torreset al, 1998; Amicucciet al,
1999).

_p m

NADPH NADP+ +H+
Figure 8 : Représentation schématique d’'une protém Rboh (d’aprés Sagi and Fluhr,

2006).

Bien que les différents composants cytosoliquentaté identifiés chez les plantes, il
semble que leur association aux protéines memlvegnaé soit pas indispensable a l'activité
de la NOX et qu'un afflux de calcium suffise & wetila protéine Rboh (Sagi and Fluhr,
2001). Toutefois, les composants cytosoliques pirament de réguler I'activité de cette
derniere comme I'ont démontré Xing et collaboradgi997) dans des cultures cellulaires de
tomates. Ces auteurs ont également démontré I'taapoe de la phosphorylation des
composants cytosoliques dans cette régulation. riciaoe, la PKC ne serait pas impliquée
dans cette phosphorylation. Bien qu’une activitéCRAi{t été détectée chez la pomme de terre
(Subramaniamet al, 1997), les genes codant pour cette protéine njm# encore été
identifiés. Il semblerait qu’'un autre type de pna¢ékinase (PK) soit impliqué dans la
régulation de I'activité NOX chez les plantes.
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La famille multigénique des Rboh est composée dianins dix membres chez
Arabidopsis thaliana(Sagi and Fluhr, 2006). Leur expression dans loisfae n’est pas
uniforme. Seules les Rboh D et F s’expriment dantetla plante alors que cinq autres (A, B,
C, G et I) s’expriment spécifiguement dans les ne€i (Zimmermannet al, 2004).
Contrairement aux NOX animales, les NOX végétalessamblent pas cantonnées a la
défense de l'organisme contre les pathogénes (Zimara et al, 2004; Sagi and Fluhr,
2006). Elles sont notamment impliquées dans largépné d’ERO nécessaires a I'élongation
pariétale ou la subérisation, mais aussi dansddugtion d’ERO en réponse a de nombreux
stress abiotiques comme les stress hydrique, saomé ou anoxique (Orozco-Carderds
al., 2001; Langebartelst al, 2002; Blokhinaet al, 2003; Razem and Bernards, 2003; Sagi
and Fluhr, 2006; Kumaet al, 2007; Rodrigueet al, 2007; Hacet al, 2008). Les NOX sont
eégalement responsables de la flambée oxydativetendar certains métaux lourds comme le
cadmium ou le cuivre (Olmost al, 2003; Romero-Puertag al, 2004; Garnieet al, 2006;
Maksymiec and Krupa, 2006; Maksymiec, 2007).

2.2.2 Les peroxydases extracellulaires

Les peroxydases végétales (POX) appartiennent suparfamille des peroxydases,
extremement répandue dans le monde vivant et campode trois classes
différentes (Welinder, 1992):

- les POX classe | sont des enzymes intracellulaires,

- les POX de classe Il sont des POX libérées partiasmpignons,

- les POX de classe lll correspondent aux peroxydasesétées par les cellules

végetales.

En dehors de l'ascorbate peroxydase (APX ; POXldsse I), les POX de classes Il
correspondent a la classe de POX la plus importgtrde loin la plus étudiée chez les plantes.
Elles sont présentes dans tous les végétaux, npartales algues vertes unicellulaires
(Passardiet al, 2004a). Cette omniprésence dans la lignée veéaecampagne d'une
complexification et d'une diversification de l'usagles POX au cours de I'évolution. En
effet, la classe Ill est un groupe multigéniquetdemombre de copies par plante semble étre
corrélé a la complexité de la plante et de sorop®{Duroux and Welinder, 2003; Passatdi
al., 2004a). Ainsi, 73 genes codant pour des POX m@sents dans le géenomédibidopsis

thaliana (Tognolli et al, 2002), et 138 copies ont été découvertes dans d'é€riza sativa
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(Passardiet al, 2004a). Cette redondance apparente cache, dtéraale diversité tres
importante au sein de ces POX, puisqu’elles présemntre elles des homologies allant de
93 %, pour les plus proches, a 28 %, pour lesgdhignées.

Une telle diversité ne peut s’expliquer que patrde nombreuses fonctions au sein de
la plante et certains auteurs n’hésitent pas ajledifier de véritables « couteaux suisses »
(Passardiet al, 2005). Les POX s’expriment tout au long de la @& la plante, de la
germination a la sénescence, interviennent dans tes processus physiologiques et
participent a la réponse aux différents stress. Btgles d’expression génique chez
Arabidopsisthaliana et Oriza sativaont montré une grande spécificité spatiale et taaife
dans leurs profils d’expression (Hiraga al, 2000; Valérioet al, 2004). Au vue de la
diversité des réles endossés par les POX cheddatep, il ne sera pas fait, dans cette étude,
un inventaire exhaustif. Par ailleurs, plusieurstears ont déja publié des revues
bibliographiques sur le sujet (Welinder, 1992; Bellwvand Wojtaszek, 1997; Hiragat al,
2001; Bolwell et al, 2002; Kawano, 2003; Passaeti al, 2004a; Passardit al, 2004b;
Passardiet al, 2005). Nous nous intéresserons seulement a feacsionnalités liées aux
ERO.

Les POX Il sont présentes sous la forme solublesdapoplaste, ou liées de fagon
covalente ou ionique a la paroi cellulaire (Passatdal, 2005). Elles possedent une
ferriprotoporphyrine 1X comme groupe prosthétiquedeux résidus d’acides aminés trés
conserveés au niveau du site catalytique. Ces ermymlysent la réduction d’'un composé
oxydé, en arrachant un électron a une grande gadét substrat allant des composés
phénoliques aux précurseurs des lignines, en pagsanl’auxine (Hiragaet al, 2001).
Cependant, leur role principal est de réduireOh:

2 Donneugg + H,0, + 2 H — 2 Donneugy + H,O

Paradoxalement, les POX posseédent également lacitiapde générer des ERO
(Kawano and Muto, 2000; Kawano, 2003; Liszkety al, 2003; Passardet al, 2004b;
Passardet al, 2005). Cette production d'ERO NAD(P)-dépendantervient en particulier
dans la réponse aux stress. Toutefois, dans lapldps cas cette induction est transitoire. En
effet, le profil d’induction des POX présente sautvene forte induction au début d'un
évenement particulier (stress, initiation de laissance cellulaire...) puis une diminution au
cours du temps. Dans certains cas, comme les ctitara plante-microorganismes, les POX
de classe Ill sont considérées comme les sourdgasigales d’HO, lors de la flambée
oxydative (Bolwell and Wojtaszek, 1997; Bolwetl al, 2002; Kawano, 2003; Passaetlial,
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by

2005). Elles seraient également impliguées dangpanse oxydative a certains métaux
lourds. Cependant leurs réponses varient considénaint d’'une étude a I'autre, en fonction

de I'espéce considérée, du métal utilisé, de |la ébsle la durée du traitement.

2.2.3 Les oxalate-oxydases

Les oxalate-oxydases (OxO ; EC 1.2.3.4) sont umgll&ade protéines apparentées aux
germines (Germin-like) se retrouvant aussi bierzdas Angiospermes que les Bryophytes et
Gymnospermes (Bernier and Berna, 2001; Langebagtetd, 2002). Cependant, les OxO
sont présentes de facon bien plus importante adgeMbnocotylédones. Ces protéines, tres
hétérologues entre elles, possédent quelgues éasiiqgues communes comme d’étre
solubles dans 'eau, thermostables et résistantepratéases (Bolwell and Wojtaszek, 1997).
Elles catalysent la conversion de I'oxalate en, &0, :

HOOC-COOH + Q— 2 CO + H,O

Les OxO sont présentes en majorité a la surfacegdases en formation, mais
également dans l'apoplaste de tissus agés de saeimde gaines vasculaires (Dunedsal,
1995). La localisation bien spécifique des OxO dbBogyanisme, laisse penser que ces
enzymes participent a la mise en place de tissdmitdé en libérant du peroxyde
d’hydrogéne. Cette libération permet de « terminkx croissance cellulaire en favorisant les
liaisons covalentes entre les différents constitigmariétaux (Caliskan and Cuming, 1998;
Lane, 2000). Elles pourraient également jouer w@he dans la mort cellulaire programmeée,
induite dans les couches superficielles des gragmsstituant ainsi une barriere protectrice
entre la graine et les pathogenes (Lane, 2000).

En dehors de ces rbles physiologiques pour la @ldetrole des OxO semble étre
principalement la défense contre les microorganssiaa effet, de nombreuses études ont mis
en évidence une augmentation de I'activité OxO @ladranscription des genes codants pour
ces protéines dans des plantes infectées par d@esomganismes (Dumaet al, 1995; Zhang
and Collinge, 1995; Hurkman and Tanaka, 1996)ppamait logique que la plante posséde
des OxO apoplastiques, car de nombreux champigrammme Sclerotinia sclerotinium,
sécrétent de I'acide oxalique lorsqu’ils pénéetidams les tissus végétaux. Cette sécrétion leur
permet de séquestrer le calcium et d’acidifierdasois, ce qui facilite I'action des enzymes

de dégradation fongiques (Bolwell and Wojtaszelg7)9L'action des OxO permet alors de
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ralentir la pénétration de ces champignons, maiteéwent de générer de b6, toxique pour
ces microorganismes.

Les OxO pourraient également participer a la répoasl'auxine ou a des stress
abiotigues comme certains métaux lourds (BernaBamdier, 1999). Cependant, I'expression
génique de I'OxO n'est pas régulée de la méme mameéur tous les éléments traces
métalliques (ETM). Le cadmium, le cuivre et le dbla&tivent son expression contrairement

au zinc ou au nickel (Berna and Bernier, 1999).

2.2.4 Les amine-oxydases

Les amine-oxydases (AO) sont des enzymes ubiogestaiatalysant la désamination
oxydative d’'une grande variété d’amines :
RCH;NH; + O, + HLO — RCHO + NH+ H,0»

Les AO des plantes ne forment pas un groupe honeogeais plutdt deux groupes
distincts : les AO contenant du cuivre (CuAO) & [@lyamine-oxydases contenant une
flavine (PAO). Les CuAO (EC 1.4.3.6) sont des hommles dont chaque sous-unité
contient un ion cuivre et une 2,4,5-trihydroxyphialgnine quinone (TPQ) servant de
cofacteur (Conat al, 2006). Leurs substrats sont des diamines, esientent la putrescine
et la cadavérine (Pietranget al, 2007). Les CuAO se retrouvent essentiellement tée
Dicotylédones, et en particulier chez les |égumsesu(Federico and Angelini, 1991). Au
niveau cellulaire, les CUAO sont généralement agsa@cla paroi.

Les PAO (EC 1.4.3.4) sont liees de facon non covelé une molécule de FAD
jouant le réle de cofacteur (Coret al, 2006). Ces enzymes catalysent I'oxydation de
polyamines comme la spermidine (triamine) ou larmp®e (tetraamine). Elles sont exprimées
essentiellement chez les Monocotylédones et seuraint localisées au niveau des parois
cellulaires (Sebelat al, 2001). Cependant, certaines PAO, comme la BPA©bdye, sont
cytosoliques (Cervelket al, 2004).

Les AO ne sont pas seulement un moyen de dégradeanhines cellulaires. Elles
interviennent dans de nombreux processus physoulegi en particulier dans la croissance et
le développement (Conet al, 2006). Les CuAO et PAO sont régulées par deziast
externes, comme la lumiére, ou internes, commeaioes hormones, et participent aux
modifications des structures membranaires et pdegt(Angeliniet al, 1990; Reaet al,
1998; Laurenzet al, 2001; Conaet al, 2005; Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2005)
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Certains auteurs ont trouvé une corrélation pasigintre la lignification de la paroi, I'activité
peroxydasique et I'activité des CUAO (Angeletial, 1990; Reat al, 1998). La présence de
grande quantité de CuAO ou de PAO dans les traebéd formation et les cellules de la
coiffe racinaire suggere l'idée que les AO poumtiaussi jouer un réle dans la mort
cellulaire programmée (Moller and McPherson, 1988naet al, 2005).

Les AO interviennent de fagon trés importante daagelations que les plantes vont
entretenir avec les microorganismes symbiotiquepatbogenes. De trés nombreuses études
ont porté sur ce sujet, et il apparait que les A fortement activées par la présence de ces
microorganismes (voir pour revu Comrd al, 2006). Contrairement aux stress biotiques,
I'implication des AO lors de stress abiotiques @ géu étudiée. Un stress hydrique cause
I'activation des CuAO (Azizt al, 1998) et des PAO (Aziet al, 1997). Ces enzymes sont
aussi activeées par un stress thermique (Roy analGH®96), un stress halin (Xired al,
2007) ou métallique (Groppet al, 2007). Elles semblent par contre insensible aobe
(Langebartel®t al, 2002).

2.2.5 Les oxydases peroxysomales

En dehors de la glycolate-oxydase responsable tibéiation d’'HO, au cours de la
photorespiration, les peroxysomes possedent dawtkgdases, qui sont autant de sources
potentielles d’ERO. La plus importante est la xargkoxydase. Lorsque I'on s’intéresse a
cette enzyme, il faut plutdét étudier le couple kémt-oxydase (XOD; EC 1.17.3.2)/
xanthine-déshydrogénase (XDH ; EC 1.17.1.4). Ces geotéines sont codées par un méme
gene, utilisent les mémes substrats et peuvertegonvertir (Chunget al, 1997; Saueet
al., 2002) :

XDH + GSSG <=> XOD + 2 GSH

Ces deux enzymes d’environ 270 kD, localisées desmsperoxysomes des plantes,
jouent un role majeur dans le catabolisme des esir{@orpast al, 1997). Elles catalysent
principalement 'oxydation de I'hypoxanthine en ®ane et de la xanthine en acide urique.
La XOD peut utiliser d’autres substrats comme d&sipurines, des ptérines et des aldéhydes
(Corpaset al, 1997; Corpast al, 2001; Nyathi and Baker, 2006). La difféerence enés
deux enzymes se situe au niveau des accepteuestidéls qu’elles utilisent, puisque la XDH
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se sert du NAD alors que la XOD utilise le dioxygeQette différence est tres importante,
car l'activité de la XOD s’accompagne de la libé&natde peroxyde d’hydrogene :
hypoxanthine + @+ H,O — xanthine + HO,

xanthine + @ + H,O — acide urique + kD,

Cependant, dans certaines conditions, la XOD pm@gatiement générer des anions
superoxydes plutét que du peroxyde d’hydrogened&aret al, 1988) :
RH+HO+2Q—>ROH+2Q+2H

La XOD joue un role complexe dans le métabolismgaif : d'une part, elle posséde
un aspect prooxydant en générant des ERO, et d'qatrt, son activité génere de I'acide
urique, un puissant antioxydant, ou permet la déaton de certains aldéhydes cytotoxiques
issus de la peroxydation lipidigue, comme le 4-bygls2-alkenal (Chunget al, 1997).
Chung et collaborateurs (1997) ont montré que dééptyse et la présence d’ERO induisaient
la formation d’'une forme irréversible de XOD (neupant plus s’interconvertir avec la

XDH), favorisant ainsi la formation d’'ERO.

En plus de la xanthine-oxydase, trois autres oxeglasont présentes dans le
peroxysome. L'urate oxydase (EC 1.7.3.3) est foetehassociée a la XOD puisqu’elle
participe au métabolisme des purines en oxydaaidkaurique (Sandaliet al, 1988; Corpas
et al, 1997) :

Acide urique + Q@ — allantoine + HO, + CO, + O,

Bien que plus marginales, les sulfite- et sarcesikglases (EC 1.8.3.1 et EC 1.5.3.1)
participent a la production dJ@, du peroxysome, en oxydant leurs substrats re$pecti
(Eilerset al, 2001; Goyeet al, 2004; Hansclet al, 2006) :

SO” + H,0+ O, — SO + H0;
Sarcosine + bD+ O, — glycine + HCHO + HO;

Plusieurs études ont démontré que la productioR@Eans le peroxysome est induite
par différents stress (Corpas al, 1991; Palmeet al, 1991; Romero-Puertast al, 1999).
Cependant, il semble que la XOD et la CTE ne s@astaffectées par ces différents stress.
La production d’ERO serait essentiellement une petdn primaire d’HO, (ne dérivant pas

de la dismutation de I'©), mais le mécanisme reste inconnu.
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3 Les mécanismes antioxydants

Les plantes possédent des mécanismes leur peringdtdimiter la production d’ERO
lors de leurs processus métaboliques. Certainesteglase sont adaptées, au cours de
I'évolution, a des conditions particulieres du eulj et ont développé des aptitudes
métaboliques leur permettant de limiter la sataratdes CTE. Citons par exemple les
métabolismes £et CAM des plantes grasses, la possibilité dermett dormance I'appareil
photosynthétique lors des saisons séches par dgsatiéns post-transcriptionnelles ou
encore des adaptations morphologiques des fe(Miser et al, 2001; Mittler, 2002).

Les plantes possedent également de nombreux compb®nzymes leur permettant

d’empécher la production d’ERO ou de la contrdler.

3.1 Les oxydases alternatives (AOX)

La production d’ERO, au niveau des CTE des thylésiet des mitochondries, peut
étre réduite par un groupe d’enzymes appelées ergdalternatives (AOX). Ces enzymes
membranaires dérivent le flux d’électrons pour liO, en HO par un mécanisme tres
efficace ne générant pas d’'ERO (Maxwatdllal, 1999; Yoshidaet al, 2006). La présence de
ces AOX réduit la production d*O au niveau des CTE en limitant la saturation de ces

chaines, mais aussi en diminuant la teneurgé @oximité de celles-ci.

3.2 Les antioxydants

3.2.1 Définition

Peut étre considérée comme antioxydante une meléciil étant présente en une faible
concentration par rapport a celle dun substrat dakje, retarde ou empéche
significativement I'oxydation de ce substrat (Ha#il and Whiteman, 2004).

3.2.2 Les principaux systémes non enzymatiques

3.2.2.1L'ascorbate ou vitamine C

L’acide L ascorbique (ASC) est un des principauxies faibles de la cellule végétale.
Aux pH physiologiques, il se dissocie en anion dsate. L'ascorbate est essentiellement

utilisé au niveau cellulaire comme un donneur d#&tns. Le premier produit de la réaction

39



Chapitre | : Revue bibliographique

d’oxydation de I'ascorbate est le radical monodébgdcorbate (MDHA ; Figure 9). Du fait
de son électron libre trés excentré, le MDHA nigss$ trés réactif avec les autres molécules
biologiques (Navaset al, 1994). De plus, étant relativement instable, gl teansforme
spontanément en ASC et déhydroascorbate (DHA) avitesse comprise entre @t
2,8.16 Mt.s* & pH 7 (Hebeet al, 1996). Le DHA est également une molécule instable
subit rapidement une hydrolyse conduisant a la &ion d'acide 2,3-dikétogulonique
(DKG ; Deutsch, 1997, 2000).

CH,OH

HO o HO, .0 0
w o \\’,/:;O /f’/pi/ \yﬁ"o d /-—( 7////
= \ /i
HO \\ / - / \ /e & / \ ;
N - % \ AL
I T N o L'on
HO o OH OH OH
L-Ascorbate Monodehydro-L-ascorbate Dehydro-L-ascorbate
(ASC) (MDHA) (DHA)

Figure 9 : Formes redox de I'ascorbatéd’aprés Potterst al, 2002)

L’ascorbate est présent dans tous les compartimegitslaires, ainsi que dans la
matrice extracellulaire. Contrairement aux cellldaegnales, la concentration en ASC est trés
élevée dans les cellules végétales (plusieurs muailfires) ce qui en fait un composant
incontournable chez les plantes. Il interviendrastamment dans la régulation du cycle
cellulaire et dans I'extension de la paroi (Horemanal, 2000). L'ascorbate est toutefois
beaucoup plus connu pour ses propriétés antioxgddavaset al, 1994; Mehlhorret al,
1996; Horemanst al, 2000; Turcsanyet al, 2000; Pottergt al, 2002; Pignocchi and Foyer,
2003; Chen and Gallie, 2004; Foyer and Noctor, 2D0&n effet, il réagit rapidement avec
I'anion superoxyde et 'oxygene singulet, ou encarec le peroxyde d’hydrogene, mais cette
derniere réaction est catalysée par l'ascorbateoxgdase (APX). L’ascorbate est
indispensable par sa capacité a réduire d’autrisxgdants oxydés comme la vitamine E ou

les caroténoides (Asada, 1994).

3.2.2.2Le glutathion

Le glutathion est un thiol trés abondant se retotvde facon ubiquitaire chez les
plantes, les animaux et les vegeétaux. Il posseds fl@mes redox distinctes. La forme
réduite (GSH) est un tripeptide-Glu-Cys-Gly), stable, a fort pouvoir réducteur lfleau 2)
et trés soluble dans I'eau. Toutes ces caractiriesi en font un donneur d’électrons adéquat
dans les réactions physiologiques. L'oxydation tduaghion entraine la formation d’'un pont
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disulfure entre les cystéines de deux GSH. Cettmdooxydée du glutathion est appelée
GSSG (Figure 10). En conditions non stressantes, cilules maintiennent un ratio
GSH/GSSG tres important, supérieur a 100 danstlesalyet la mitochondrie (Magt al,
1998; Noctoret al, 1998).

NH; (9] O NH; ' O O
l I - Y A - SR | | H | u I
=== C—N— CH—{—() EH—C—(—C—N—CH—C—N—CH—C—0
H, H |

0=C ’ 0 CH, H * o=C TG CH, H

Q !le (l'j ‘l%H
GSH GSH

i + + + 2t
O\o 3 SLSEQ—B_«C’H 2H 2e
’ Hh Wal
GSSG

Figure 10 : Oxydation de deux molécules de GSH couisant a I'établissement d’un pont

disulfure et la formation de GSSG.

La concentration en GSH est trés importante damséllules végétales, et en particulier
dans les chloroplastes ou elle peut atteindre 5(Mdttoret al, 1998). Le glutathion joue de
nombreux rdles physiologiques chez les végétauxy (dtaal, 1998; Noctoret al, 1998). I
représente une forme importante de stockage dersuiéduit, et participe a I'allocation en
sulfure des différents compartiments cellulairesddes$ différents organes (Herschbach and
Rennenberg, 1991; Lappartient and Touraine, 19@&st également un régulateur de
I'expression génique (Wingatet al, 1988; Baier and Dietz, 1997) et le précurseur des
phytochélatines (PC) jouant un rdéle prédominantsdanséquestration des métaux chez les
végetaux (Grillet al, 1989; Clemens, 2006b; Clemens, 2006a). Le GSHégmement de
substrat pour la glutathion S-transférase (GST) cptialyse sa conjugaison avec des
xénobiotiques, participant ainsi a leur détoxiaatidarrs, 1996). Il est impliqué dans la
régulation redox du cycle cellulaire (Gyuasal, 1993; Noctoet al, 1998).

Du fait de sa forte concentration dans les tisgfigétaux et de son fort pouvoir
réducteur, le GSH participe au statut redox cahelan jouant le role de tampon redox dans
les cellules (Noctoet al, 1998; Foyer and Noctor, 2000; Foyetr al, 2001; Foyer and
Noctor, 2003; Foyer and Noctor, 2005b, a; Noct®)®&). La synthése de GSH est stimulée
lors des différentes situations de stress et seonaglation est souvent concomitante avec
celle des ERO (Magt al, 1998; Noctoret al, 1998; Potterset al, 2002). Le GSH peut
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directement réduire I'kD, mais également d’autres ERO, des hydroperoxydesnimyges et
des peroxydes lipidiques :
H>0; + 2 GSH— GSSG + 2 KO
ROOH + 2 GSH- ROH + GSSG + D

Un autre réle important du GSH dans la régulatiea ERO est son implication dans la
régénération de l'ascorbate via le cycle enzymatigit ascorbate/glutathion ou Asada-
Halliwell-Foyer (cf. 3.2.3.3).

3.2.2.3La vitamine E

Le terme de vitamine E désigne un groupe de conspgsgphiles possédant l'activité
biologique de li-tocophérol. Ce groupe comprend éesp-, y-, etd-tocophérols et les-, -,

v-, etd-tocotrienols. Des huit molécules composant le geode la vitamine E,d-tocophérol
possede la plus grande activité biologique (Wedset Vecchi, 1982). Au niveau cellulaire,
ces molécules sont associées aux difféerentes masshiologiques.

La vitamine E, comme la vitamine C, est un anti@ntdres efficace du fait de sa faible
propension a étre un donneur d’électrons. Elle pgitcipalement par le transfert direct
d’atomes d’hydrogene (Njus and Kelley, 1991). Getoxydant est considéré comme étant le
plus important chez les animaux et les humainsniBrget al, 2000), mais son réle chez les
plantes a été beaucoup moins étudié. Toutefaistoophérol est un piégeur d’oxygene
singulet et de radical hydroxyle (Krieger-LiszkagdaTrebst, 2006). Sa localisation, au
niveau des membranes, en fait I'antioxydant le phaportant dans la prévention de la
peroxydation des lipides membranaires (Fryer, 1992)r ailleurs, il peut réduire les
peroxydes lipidiques et bloquer la réaction enmhale peroxydation lipidique s’initiant apres
la peroxydation d’acides gras polyinsaturés (Cadliral, 2008 ; cf. 4.2.2.2). La vitamine E
est donc un antioxydant clé dans la protection’ideégjyrité des membranes, en particulier
celles des chloroplastes. Il protege égalementpigments photosynthétiques, participant
ainsi a la protection de I'appareil photosynthétigbryer, 1992).

L'utilisation de plantes mutantes ne possédant gms/itamine E, a conduit a des
résultats surprenants. En effet, ces plantes ndraient pas un phénotype significativement
différent de celui des plantes témoins, et sunté@tient pas plus sensibles que ces dernieres
a un stress lumineux (Havaex al, 2005). Ces résultats s’expliquent par un phénenkn

protection croisée entre les caroténoides et lmiite E, les uns compensant I'absence de
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l'autre (Havaux et al, 2005). Cependant, les mutants déficients en wianE sont
particulierement sensibles aux métaux lourds, ¢daigse penser a un mécanisme complexe
de protection des cellules par cet antioxydant l[([€adt al, 2008). En effet, 'absence de
vitamine E peut étre compensée, au niveau desoghémtes, pour éviter la production d’'ERO
au niveau de la CTE. A contrario, cela ne sembfeébee le cas lorsque la génération d’ERO

se situe vraisemblablement & un autre endroit dellale.

3.2.2.4Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux lilggpfarmant une famille de plus de
600 molécules. lls jouent le role de pigments asmiess de l'antenne collectrice des
photosystémes. En dehors de cette implication danprocessus photosynthétique, les
caroténoides associés au PSIl ou a l'antenne titkec participent a la protection de
I'appareil photosynthétique contre les ERO (Asd#94; Miller et al, 1996). En effet, ces
pigments possedent la capacité de capter I'éndegi@ chlorophylle triplet ou de I'oxygene
singulet (Telferet al, 1994; Mozzoet al, 2008), ce qui les convertit en état triplet. La
capacité de transfert d’énergie des caroténoidesleelioxygéne étant faible, ces pigments
retrouvent leurs états initiaux en perdant leuerges sous forme de chaleur. Le mécanisme
captage d’énergie/perte d’énergie par chaleur ggatement directement s’effectuer a partir

de la chlorophylle singulet (Demmig-Adams and Adah®96).

3.2.3 Les principales enzymes antioxydantes

En sus des différentes molécules antioxydantescddliales végétales possédent de
nombreuses voies de dégradation enzymatique des E&@ines enzymes n'utilisent pas de
co-substrat pour réduire les ERO. Au contraireptl&s utilisent plusieurs co-substrats dont
certains antioxydants que nous venons de voir (ASSH). L’'ensemble de ces voies est

résumé dans la Figure 11 et les détails de cellesnat donnés dans les paragraphes suivants.

43



Chapitre | : Revue bibliographique

Ascorhate Oy =+ 500 — H0, — ~ NADPH

0

17

HQ Fermitin I Fi 2
:Fe'u’ 5

= :
s Hy0, H0 big .
&= /v
o e ‘% = @ o s 8 WS DHAR, GLR GPx
=T
@. Thylakoid
Iy

] Tr-x )&4
: ] DA ADPH
H0
HQ: 0 1 Dm

o
2G5H
Lumen HeQ

/ H,O0+0;

Catalase

NADPH

MDA
07 HO,

N e/

NAD{FH BHA Mitochondria

Figure 11: Représentation de la localisation desiftérentes voies enzymatiques de
détoxication des ERO au niveau d’une cellule végéea(d’apres Mittleret al, 2004).

3.2.3.1Les superoxyde dismutases (SOD)

Les superoxyde dismutases (EC 1.15.1.1) sont dé&slmaénzymes se retrouvant dans
I'ensemble du monde du vivant, mis a part dansques microorganismes (Alschet al,
2002). Les plantes possédent trois types de SOBermant des groupements prosthétiques
renfermant des métaux différents : du fer (FeS@D)manganese (MnSOD) ou du cuivre et
du zinc (CuzZnSOD). Toutes catalysent la dismutatiten deux anions superoxydes en
dioxygéne et peroxyde d’hydrogéne (Bowdtial, 1994; Aroreet al, 2002) :

SOD - M"Y *+ 0,” - SOD - M™ + O,
SOD - M" + O,” + 2 H — SOD - M™Y* + H,0,
20"+ 2H — Oy + HO,
avec M = Cu (n=1) ; Mn (n=2) ; Fe (n=2).
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Au niveau cellulaire, les SOD se retrouvent a pnité des sites de production ¢gO
Les MnSOD sont localisées principalement dans laioeade la mitochondrie (Bowlest al,
1994; del Rioet al, 2003), dans la matrice des glyoxysomes ou lieés iaembrane des
peroxysomes des cellules foliaires (Sandalio andHie 1988; Hernandeet al, 1999; del
Rio et al, 2003; Rodriguez-Serraret al, 2007). Les FeSOD se situent essentiellement dans
le stroma des chloroplastes (Salin, 1988; Bowteal, 1994; Asada, 2000) et chez quelques
especes particulieres, dans les matrices des mEmes et des mitochondries (Salin, 1988;
Droillard and Paulin, 1990), ou dans la fractiomosplique des racines nodulées (Becaha
al., 1989; Moraret al, 2003). Les CuZnSOD se retrouvent essentiellersens forme libre
dans le cytosol (Duke and Salin, 1983; Bowéral, 1994), dans les peroxysomes ou
I'apoplaste (Ogawet al, 1996; Sandaliet al, 1997; Corpagt al, 1998). Il existe, toutefois,
une CuzZnSOD liée a la membrane du thylakoide aganiviu PSI, directement au contact des
anions superoxydes produits par la CTE chloromjasti(Salin, 1988; Bowleet al, 1994,
Ogawaet al, 1995).

3.2.3.2Les catalases (CAT)

Les catalases (EC 1.11.1.6) sont des enzymes maaj@ment peroxysomales catalysant
la dismutation du peroxyde d'’hydrogene (Aretaal, 2002). Elles sont formées de quatre
chaines polypeptidiques d’environ 500 acides amirm@nportant chacune un groupe
hémique comprenant un atome de fer. Pour catalgse¥action, I'atome de fer réalise une
coupure hétérolytique de la liaison O-O du peroxgdeydrogene, créant de ce fait une
molécule d’eau et un groupement Fe(IV)=0O hautenoxydant. Ce dernier peut ensuite
oxyder une autre molécule de peroxyde d'hydrogene goonner du dioxygene et de I'eau :

H,0, + Fe(ll)-CAT — H,0 + O=Fe(IV)-CAT
H,0, + O=Fe(IV)-CAT— O, + Fe(ll))-CAT +H,O
2 H,0; — 2 H,0 +0O,

Du fait de sa localisation et de sa faible affimtéur I'H,O, le rdle principal de la CAT
est de détoxiquer le peroxyde d’hydrogene prodpitoimité par la CTE chloroplastique, et
surtout par les processus peroxysomaux3-dexydation et de photorespiration (Smirnoff,
1998). Bien qu’elle ait été longtemps considérémroe une des enzymes antioxydantes les
plus importantes, il semble désormais que son itapoe dans la détoxication de B} soit
réduite, en dehors de celui issu du métabolismexysomal (Aroraet al, 2002; Blokhinaet

45



Chapitre | : Revue bibliographique

al., 2003; Foyer and Noctor, 2005a, b; Halliwell, 200®&tzschkeet al, 2006). Les
peroxydases et peroxyredoxines sont maintenanid#@ss comme les enzymes clefs de la
détoxication de cet ERO chez les plantes. La CA¥arait qu'un « dévidoir » permettant de
limiter les productions excessives d’ERO (Willekestsal, 1997). Cependant, cette vision
pourrait étre en partie erronée, puisque, bienlgsigésultats soient souvent contradictoires

dans la littérature, l'activité catalasique estvai affectée négativement lors de stress.

3.2.3.3Les enzymes du cycle Asada-Halliwell-Foyer

Le cycle Asada-Halliwell-Foyer est un cycle compogéquatre enzymes conduisant,
par des réactions d’oxydoréduction successives eeduction de I'bO, par I'ascorbate
peroxydase (APX) via I'oxydation d’ascorbate, etdgénération du pool d’ascorbate (Figure
12).

Figure 12 : Cycle Asada-Halliwell-Foyer.

L’APX (EC 1.11.1.11), peroxydase de classe |, st métallo-enzyme contenant un
groupe ferriprotoporphyrine 1X. Elle est présentnsl tous les compartiments cellulaires,
dans le cytosol et dans I'apoplaste, sous formab$mlou liée aux membranes (Asada, 1999;
Foyer and Noctor, 2000; Mittler, 2002; Asada, 2006 APX catalyse la réduction du
peroxyde d’hydrogene en utilisant I'ascorbate conmunesubstrat. Le MDHA issu de cette
réaction peut ensuite étre pris en charge par laoda@hydroascorbate réductase (MDHAR ;
EC 1.6.5.4) catalysant sa réduction en ASC ersatitidu NAD(P)H :

H.O, + 2 ASC— 2 H,O + 2 monodéhydroascorbate (MDHA)
2 MDHA + NAD(P)H — 2 ASC + NAD(P)

Néanmoins, la situation est un peu plus compligp&ésque le MDHA est aussi un

accepteur d’électrons pouvant étre réduit directgrpar dérivation des électrons de la CTE
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chloroplastique (Miyake and Asada, 1994). Le MDHAtre en compétition avec le NADP
pour accepter I'électron libéré par la ferrédoxaneniveau du PSI (Figure 11) :
4 MDHA + 4 Fdeg+ 2 HHO — 4 ASC + 4 Fg + O,

Comme nous l'avons vu précédemment, le MDHA est amolécule instable se
dismutant en ASC et déhydroascorbate (DHA). La ten& enzyme intervenant dans la
régénération de I'ascorbate, la déhydroascorbatectése (DHAR ; EC 1.8.5.1), catalyse la
réduction du DHA en ASC, via I'oxydation de deuxléoules de GSH :

2 MDHA — ASC + DHA
DHA + 2 GSH— ASC + GSSG

La derniére réaction de ce cycle est la reduaionGSSG par une flavoprotéine, la
glutathion réductase (GR ; EC 1.8.1.7), utilisamipcela du NAD(P)H comme cofacteur :
GSSG + NAD(P)H— 2 GSH + NAD(PJ

L’ensemble des enzymes de ce cycle se retrouvestferme soluble dans le stroma du
chloroplaste, dans les mitochondries ou dans lesoyt(Low and Merida, 1996; Bartosz,
1997; Sies, 1997; Wojtaszek, 1997; Inze and Monta@Q1; Aroraet al, 2002; Langebartels
et al, 2002). Ces différentes enzymes, a I'exceptiome’®DHAR liée a la membrane
plasmique, semblent absentes de I'apoplaste, zonpaurtant, la quantité d’ERO produite
est importante (Horemaret al, 2000; Potterst al, 2002; Pignocchi and Foyer, 2003). A
notre connaissance, une seule étude effectuéasteuilles de pruniers infectés par un virus,

fait état de la présence d’APX dans 'apoplasta¢b¥ivancoset al, 2006).

3.2.3.4Les peroxydases (POX)

Les POX (EC 1.11.1.x) sont une large famille méltigue d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’'un substrat oxydé ensatit de nombreux co-substrats comme
donneurs d’électrons. Pour la majorité de ces eesyre substrat optimal est le peroxyde
d’hydrogéne, mais elles peuvent facilement réddae hydroperoxydes organiques ou des
peroxydes lipidiques :

ROOR' + co-substrati+ 2 H — ROH + R'OH + + co-substrat
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Dans certaines conditions, une partie des POXdelast Ill) peut avoir une activité
similaire a la catalase (catalase-like), c’estr@-dju’elles possédent la capacité de réduire
I'H 2,0, en absence de co-substrat (Métal, 2004).

Au niveau cellulaire, la répartition des POX eststnette. Les POX de classe Il se
trouvent dans lI'apoplaste sous forme soluble cesli@ux parois et membranes. Les POX de
classe |, dont 'APX est la représentante majogtasont présentes uniquement a l'intérieur

des cellules.

3.2.3.5Les peroxyredoxines

Les peroxyredoxines (PRX), aussi appelées thioliédex peroxydases, sont des
peroxydases non hémiques contenant un résidu gséti niveau de leur site catalytique.
Elles possédent généralement les mémes capacitdsygasiques que les POX, mais avec
une efficience moindre (Navrogt al, 2006). La réduction du substrat s’effectue par
oxydation du groupement thiol (-SH) de la cysté@neacide sulfénique (-SOH). La réduction
de l'acide sulfénique est due a l'oxydation de gbstrats tels que les thioredoxines,
glutaredoxines et cyclophilines (Diett al, 2006; Dietz, 2007).

Découvertes il y a a peine plus de dix ans, les RRparaissent désormais comme des
éléments essentiels du systeme de détoxicatiokREsdans cellules végétales (Rouhier and
Jacquot, 2002; Dietet al, 2006; Pena-Ahumadet al, 2006; Dietz, 2007). Présentes en
quantité importante dans tous les compartimentslages, y compris dans le noyau, les PRX
semblent étre avec les APX, les enzymes les plpsri@ntes dans la réduction de J®3
(Rouhier and Jacquot, 2002; Diett al, 2006; Dietz, 2007). Par ailleurs, elles agissint
facon totalement indépendante par rapport au cysieda-Halliwell-Foyer (Dietzet al,
2006).

Les glutathion peroxydases (GPX) sont éloignéedogignétiquement ces enzymes,
mais sont fonctionnellement des PRX (Nawettal, 2006). En effet, contrairement a leurs
homologues animales, les GPX végétales ne poss@iientde groupement prosthétique
sélénium-cystéine dans leur site catalytique, maidement un résidu cystéine (Naweotl,
2006). Bien que les GPX possédent encore la ca@pdcitiliser le GSH pour réduire I'#D,,
des peroxydes lipidiques ou des hydroperoxydesnaygas (Ursiniet al, 1995; Mullineaux
et al, 1998), elles utilisent de facon préférentiell@leis efficiente les thioredoxines comme
substrat (Navroet al, 2006). Certaines GPX végétales sont méme incepabutiliser le
GSH.
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4 Les ERO : Dr Jekyll et Mr Hyde cellulaires ?

L’'oxygene est indispensable a la vie des celluléstdes. Cependant, les espéces
réactives de I'oxygéne générees par le métabolsstypeatif sont aussi considérées comme un
poison de [lorganisme. En effet, les ERO sont imples dans de nombreux
dysfonctionnements des organismes, et en particaes de nombreuses pathologies
humaines. Elles sont également, en partie, resptassdu vieillissement cellulaire.

Les ERO ont longtemps été seulement considéréemeates déchets du métabolisme
oxydatif. Toutefois, les cellules possedent de newbes enzymes capables de générer des
ERO. Au vu des effets néfastes de ces ERO et duérmliigéetique pour la cellule quimpose
leur détoxication, quelles raisons peuvent expligaeprésence de nombreux systemes de
production d’'ERO ? Si la lutte contre les pathogéest une explication, elle ne suffit pas a
justifier la redondance de ces systemes enzymatidies ERO semblent donc nécessaires a
la vie des cellules aérobies.

Le systéme antioxydant des plantes est égalemegentent redondant. Des études
utilisant des mutants n’exprimant pas ou surexpmimdes molécules ou des enzymes
antioxydantes n’ont pas donné les résultats atgendes plantes déficientes ne se sont pas
forcément montrées plus sensibles a des streles, giantes surexprimant des antioxydants se
sont révélées n’'étre pas moins, voire plus serssitledes stress que les plantes témoins
(Smirnoff, 1998; Foyer and Noctor, 2000; Aragaal, 2002; Edreva, 2005). Ces résultats
mettent en évidence le fait que la régulation depraduction d’ERO par les systemes
antioxydants est beaucoup plus complexe et plesdire I'on ne le pensait. Cette régulation
permet la transduction de signaux de stress dawslliale. La production d’ERO apparait
donc, désormais, comme un évenement aussi indmlpensa la vie cellulaire que

potentiellement néfaste lorsqu’il est excessif.

4.1 Importance physiologique des ERO et signalisatiydative

4.1.1 Roles physiologiques

Contrairement aux cellules animales, les celluiggétales générent de fagon continue
des ERO. En dehors des mitochondries, chloroplasteperoxysomes, des quantités
importantes d’ERO (en grande partie de,(H) sont produites au niveau des parois. Cette
libération localisée d’bD, répond a deux rdles contradictoires. D’'une pdd,@ntribue a un
relachement des molécules composant la paroi pteimtéa croissance cellulaire (Lalei al,
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2004; Passardit al, 2004b). D'autre part, le peroxyde d’hydrogéneorydant les différents
composants pariétaux, induit la formation de liagstransversales entre ces composants. Ces
liaisons limitent I'élongation cellulaire en faveant la rigidification pariétale (Lalat al,
2004; Passardet al, 2004b). La rigidification de la paroi secondaisgcentuée par la
présence d'bD,, participe a la synthése de lignine (Wojtaszel,71®assardit al, 2004b).

Les ERO participent également a des processusgibgijues comme la fermeture des
stomates (Peet al, 2000), le gravitropisme (Joet al, 2001), la subérisation des cellules
épidermiques (Bernardst al, 1999; Keren-Keisermaet al, 2004), ou encore la régulation
des canaux calciques et potassiques (Demidatrak, 2003).

Les organismes végétaux ne contiennent pas damgsténmunitaires, c’est-a-dire des
cellules spécialisées dans la lutte contre lesrsliveicroorganismes pathogénes. Chaque
cellule végétale est capable de se défendre par psepres moyens contre ces
microorganismes. Cette réponse cellulaire estdeisie plus connu du réle des ERO chez les
plantes. En effet, au contact de certains champgrmu bactéries, différentes enzymes
apoplastiques ou membranaires produisent une flarokgdative (Levineet al, 1994; Low
and Merida, 1996; Bartosz, 1997; Wojtaszek, 19%figebartelet al, 2002). Cette flambée
contribue a détruire une partie des microorganisshestraine toute une série de mécanismes

de signalisation permettant a la plante de mettngl&ce des systemes de défense.

4.1.2 Signalisation oxydative

Foyer et Noctor (2005a) ont proposé de réévaluerolecept de stress oxydatif en
distinguant la signalisation oxydative du stresydaif. En effet, la flambée oxydative
induite par différents stress modifie le statutavedellulaire. Depuis plusieurs années, la
régulation redox des processus physiologiques afipazmme étant aussi importante que la
régulation par phosphorylation/déphosphorylationy@¥ et al, 2001; Aroraet al, 2002;
Pastori and Foyer, 2002; Vranogtal, 2002; Pignocchi and Foyer, 2003; Foyer and Noctor
2005a, b; Meyer and Hell, 2005; Fedoroff, 2006; tdoc2006; Foyer, 2007). Cette régulation
directe par les ERO, ou indirecte par les coupdeiox, est le fait de I'oxydation ou de la
réduction de groupements sensibles au statut redomiveau des protéines, et notamment les
groupements sulfhydryles de la cystéine et de lthiodne (Meyer and Hell, 2005). Ce
mécanisme de réduction/oxydation agit comme untetrupteur » de [lactivité de
nombreuses enzymes intervenant notamment dansédesréents de signalisation (protéines

kinases) et dans le contrdle du cycle cellulaire.
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Les ERO et le statut redox participent ainsi, patdrmédiaire de cette régulation redox
ou par d’autres mécanismes, a l'activation de neodws cascades de transduction du signal
(protéines kinases, signalisation calcique). Léustaedox est considéré comme un veéritable
senseur de l'état physiologique de la cellule, ddilambée oxydative étant la conséquence
indirecte d'un stress. La redondance des systéemgwatiuction d'ERO et des systémes de
détoxication permet une régulation fine du sigmah$mis et une réponse appropriée de la
cellule. Ainsi, méme s’il existe des mécanismes@mnses communs, il apparait que les
voies de signalisation ne sont pas régulées dé&meariacon en fonction du type de stress. En
effet, les cellules ne répondent pas d’'une facemtique a un stress biotique ou abiotique.
Les mécanismes de régulation différentiels sontefois tres complexes, et il existe de

nombreuses interconnexions entre les différentes\ae signalisation.

4.2 Le stress oxydatif

4.2.1 Définition

Le stress oxydatif (ou oxydant) a été défini pa&sSiLl997) comme une perturbation de
la balance entre les prooxydants et les antioxgdamt faveur des premiers, conduisant a des
dommages potentiels (Figure 13). Le stress oxydatifa conséquence de :

- la diminution du niveau des antioxydants et/ou

- l'augmentation de la production d’'ERO

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’ERO  Manque o’ERO

=

Antioxydants

/ i Vitamine E

Glutathion

APX/GR
Catalase
4
POX/PRX
-
soD

Radical hydroxyle Ascorbate
- -

Anion superoxyde Caroténoides
=

Oxygéne singulet

Figure 13 : Schématisation de la balance entre IERO et les antioxydants.
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4.2.2 Conséquences

Lorsque la quantité d’ERO générée dépasse les itdpantioxydantes de I'organisme,
la toxicité des ERO s’exprime par de nombreux aspet en particulier par la perturbation
de nombreux processus physiologiqgues comme la gymtteese (Sies, 1997; Smirnoff, 1998;
Dat et al, 2000; Inze and Montagu, 2001; Aratal, 2002; Langebartelst al, 2002). Cette
toxicité s’explique par la réactivité¢ des ERO, eartigulier celle de IOH, envers les

macromolécules biologiques.

4.2.2.1Altérations de la structure des protéines

Les protéines sont particulierement sensiblescida des ERO. Plusieurs mécanismes
directs ou indirects de modifications sont conriiadtman and Levine, 2000; Favier, 2003).
Les protéines les plus touchées sont celles coarorin groupement sulphydryle (-SH),
comme c’est le cas pour de nombreuses enzymeso#inas de transport (Stadtman and
Levine, 2000). Le peroxyde d’hydrogéne, mais surleuradical hydroxyle sont capables
d’oxyder ces groupements, conduisant a l'inactoratie certaines enzymes. En particulier, la
présence de radicaux hydroxyles est a l'originedégradations irréversibles des protéines,
par la formation de groupements carbonyles suh&ne latérale de certains acides aminés.
Ainsi, l'histidine, I'arginine, la lysine ou encota proline sont des cibles privilégiées de ce
processus d’altération oxydative (Stadtman and rieevi2000; Wonget al, 2008). De
nombreux autres acides aminés sont également sildespd’étre oxydés par les ERO
(Figure 14).
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Figure 14 : Nature de quelques modifications des @aines latérales d’acides aminés des

m

protéines apres attaque radicalairgd’apres Favier, 2003).
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Le stress oxydatif induit des cassures, ou coralli formation de réticulation, avec
notamment la formation de ponts bi-tyrosine (F&id993). Les protéines oxydées perdent
leurs propriétés biologiques, et sont beaucoup pelssibles a I'action des protéases
(Stadtman and Levine, 2000). L’anion superoxydgalament la capacité de réagir avec les
centres Fer-Soufre de certaines protéines, entriaileaelargage de fer dans le milieu. Cette
action a une double conséquence, puisqu’elle indodctivation de la protéine hémique
ainsi que la formation potentielle de nouveauxcadx hydroxyles, via la réaction d’'Haber-
Weiss. Enfin, les ERO induisent des modificatiomdirectes des protéines via la formation
d’adduits par des aldéhydes dérivant de la perdigmdes lipides (Lynclet al, 2001).

4.2.2.2Altération de la structure des lipides

Les lipides, et principalement les acides grasipsaturés (AGPIl) membranaires, sont
la cible privilégiée des ERO. La peroxydation lipgige induite par les ERO a une importance
physiologique considérable, car une fois initidle perdure un certain temps apres la fin de
la flambée oxydative (Cillard and Cillard, 2006)e @hénomene est la conséquence de la
capacité des AGPI oxydés a s’autooxyder (Figure ll&dperoxydation lipidique des AGPI se
subdivise en trois phases : initiation, propagagbrierminaison (Spiteller, 1998). La phase
d’initiation est le résultat de I'attaque d’'un AGRH dans la Figure 15), par un radical)(X
conduisant a la formation d'un radical lipidique).(IDans le cas des ERO, linitiation est
essentiellement due au radical hydroxyle (Figurel)19 a propagation de la peroxydation
lipidigue commence par la formation au contact’deybene d'un radical lipoperhydroxyle
(LOO'; Figure 15.2). Ce radical réagit avec un autre EHengendre la formation d’'un
hydroxyperoxyde lipidique (LOOH) et d'un nouveauical lipidique, assurant ainsi la
propagation du processus (Figure 15.3). Les forinessées des métaux de transition
participent activement a cette phase de propagatiopermettant la formation d’'un radical
alkoxyle (LOO; Figure 15.4). Ce radical LO@ntretient le cycle d’autoperoxydation en
réagissant avec un LH pour former un nouveau rhdipadique (Figure 15.5). Les
hydroperoxydes peuvent également se décomposscigaion homolytique de la liaison O-O
pour former un radical alcoyle et un radical hyddexpropageant la réaction en chaine
(Spiteller, 1998).

Les autres ERO participent & cette peroxydatiomifjpe. L'oxygéne singulet réagit
directement avec les AGPI pour former un LOOanion superoxyde agit indirectement en
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réduisant les métaux de transition qui participmntycle d’autooxydation ou a la formation
de radical hydroxyle, via la réaction d’Haber-Wdiss présence de peroxyde d’hydrogene).

Fe+

(3) LOOH
(4) Fe*+ OH-

LOO- , LH

LO

©® L
L—Lﬁ (1)
- LH
X.

Figure 15 : Schématisation du cycle d’autoperoxydain d'un AGPI (LH).

LOH

La terminaison de ce cycle est effective lorsqeexdformes lipidiques radicalaires
réagissent ensemble pour former deux composésestgpbr exemple: 'L+ L' — L-L;
LO +L — LOL; Figure 15.6). Cette phase ne survient g@'sjn certain temps, car la
probabilité de rencontre entre deux radicaux liessbeaucoup plus faible que celle entre un
radical lipidique et un AGPI (leurs concentratioégant de beaucoup supérieures). Ce
phénomene explique le fait que chaquelisse étre a l'origine d'une centaine de mol&cule
d’hydroperoxydes lipidiques (Halliwell, 1992). Lesrganismes aérobies possedent des
mécanismes pour interrompre cette chaine, aveannméat des « casseurs de chaines »
comme les tocophérols qui piegent les radicauxdilipies, ou les glutathion peroxydases
(Cillard and Cillard, 2006).

La production d’hydroperoxydes lipidiques est égagnt due a l'action enzymatique
des lipoxygénases (LOX)(Brash, 1999; Blee, 2002yanchanka and Feussner, 2006). Les
LOX catalysent Iinsertion d’'une molécule d’oxygeee §™ et 13™ position sur les AGP!I
libres 18:2 (acide linoléique) et 18:3 (acide lénfue), et forment des hydroperoxydes
lipidiques. Lors d’'un stress, la part de cette patihn enzymatique dans la production totale
d’hydroperoxydes est trés importante. Dans le @dadréaction hypersensible, elle peut
atteindre 30 a 50 % (Montillet al, 2005). Ces LOOH sont ensuite métabolisés paiqults

cascades enzymatiques, en une vaste classe de sEsnpe@taboliques secondaires, appelés
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oxylipines (Figure 16)(Blee, 2002; Creelman and pwi, 2002; Howe and Schilmiller,
2002; Chehatet al, 2007). Ces oxylipines ont une importance physjiojoe considérable,
puisque de nombreuses molécules, telles que I'aeislmonique ou le malondialdéhyde
(MDA), participent a la régulation de processus giipgiques (Blecheret al, 1995;
Kramell et al, 2000; Blee, 2002; Almerast al, 2003; Farmeet al, 2003; Webert al,
2004). Les deux voies de peroxydation (enzymatmueaion) conduisent a la formation de
nombreux aldéhydes (Mueller, 2004) comme le MDA leu4-Hydroxynonénal (4HNE)
interagissant avec les macromolécules, et en phetid’ADN.

La peroxydation lipidique, si elle est importargerturbe la fluidité membranaire, rend
la membrane plus perméable, modifiant ainsi lesduastasies chimiques et redox cellulaires.
L’altération des membranes thylakoidales et chllasimues entraine des perturbations au
niveau des CTE, conduisant a une augmentation geotduction d’ERO dans ces zones et

amplifiant ainsi le phénomeéne.

Lipides membranaires
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Figure 16 : Représentation trés simplifiée des ménsmes enzymatiques ou non-
enzymatiques se déroulant a la suite d’'une peroxytian lipidique (modifié d'aprés

Chehakbet al, 2007).

AOS, alléne oxyde synthase ; AOC, alléne oxydeasgl DES, divinyl ester synthase ; HPL, hydropgaex
lyase ; HPOD, acide hydroperoxy-octadecadienoiqitPQT, acide hydroperoxy-octadecatrienoique ; POX,

peroxygénase.
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4.2.2.3Altérations de la structure des acides nucléiques

Les altérations oxydatives causées par les ERO @mgidérées comme la source
majeure de dommages spontanés sur I'’ADN. Le spéesedégats causés par les ERO est
large avec plus d’une centaine de lésions diff@éefBeckman and Ames, 1997). Ces dégats
sont regroupés en quatre grandes catégories :okesures simples et doubles brins, la
modification de bases, la formation de sites alb@siget les pontages ADN-protéines ;
catégories auxquelles se rajoutent les adduitsédeés oxydés (Figure 17 ; Favier, 2003).
L’attaque au niveau des sucres du squelette deN'ADnduit a des fragmentations, des
pertes de bases et des cassures de brins. Lesegdie réparations entrainent des mutations
comme dans le cas des polymérasedparant les sites abasiques de 'ADN mitochohdria
Cette enzyme introduit systématiquement une adédares la chaine d'’ADN en cours
d'élongation, en face du site abasique présené suim d'ADN servant de matrice. Si la base,
initialement présente au niveau de ce site abasigaiit pas une thymine, l'incorporation
erronée d'une adénine crée une mutation ponciiirRetieet al, 1995).

Les attaques au niveau des bases sont tres vaPigesxemple, le radical hydroxyle
attaque la double liaison des thymines en C5 ou é6mnoins fréquemment il arrache
I'hydrogéne du groupement méthyle. Le radical 6rbygithymine formé interagit avec,O
pour donner la thymine glycol, base modifiée capald bloquer la réplication (Croteau and
Bohr, 1997). Un autre exemple d’oxydation est ladpiction de 8-oxo-7,8-hydroxyguanine
(8-oxoGua), résultant de I'addition d’'un radicablhgxyle sur le C8 d’une guanine. Ce dérivé
de la guanine est une liaison prémutagénique,ialesn’est pas réparée a temps, elle induit
durant la réplication de 'ADN un meésappariemennduiisant a la transversion de la
guanidine en thymine (Grollman and Moriya, 1993patlaque de I'’ADN par des radicaux
libres ouvre le cycle imidazole de la guanine, enree la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine (FaPyGua). Les 8-oxoGua et IEaPyGua sont les Iésions
prédominantes suite a une attaque radicalaire. ,&adidmino-5-formamidopyrimidine est
formée de la méme maniéere que la FaPyGua, maidiageal’adénine.

Des dommages indirects sur ’ADN résultent égaldrdarstress oxydatif. C'est le cas
de certains aldéhydes comme le MDA ou le 4HNE quinént des adduits prémutagéniques
de type MDA-dG ou éthénodérivés (Niedernhaeal, 2003).

56



Chapitre | : Revue bibliographique

coupure de
chaine simple
brin

modification de la

NN base
§ oxo adénine
”ﬁjw
il |
Jormation

5 HO methyl uracile de site abusigue

o]
Hy
HHM OH
(i ]
Q H
Thymine glycol

Figure 17 : Lésions de I’ADN formées suite a un stiss oxydant (d’apres Favier, 2003).
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B. Le plomb et les plantes
1 Problématique du plomb dans I'environnement

1.1 Propriétés physico-chimiques du plomb

Le plomb, du latirplombum est un métal mou, gris, sans godt ni odeur caniatiue,
se trouvant habituellement en petite quantité darsolte terrestre. |l appartient au groupe
IV b de la classification périodique des élémergs principales propriétés physico-
chimiques sont présentées dans le Tableau 3. Oigyamtion électronique [Xe] 4f 5d'° 6
6p’, il posséde deux électrons non appariés sur saheoélectronique externe. Cette
configuration électronique autorise les degrés ytiation (+2) et (+4), en plus de la forme
métal (0).

Le cation PB" est un acide au sens de Lewis, c'est-a-dire estisusceptible d’accepter
un doublet d’électrons venant d'une base, pour éorame liaison covalente. C’est également
une espece chargée, susceptible d’interactiondr@déatigues avec des ions de signes
contraires pour former une liaison ionique (Sposttal, 1982).

Symbole Pb
Numéro Atomique 82
Masse atomique 207,2 g.mof
Point de fusion 327 °C
Point d’ébullition 1740 °C
Densité 11,35
Configuration électronique [Xe] 4f* 5d'° 65 6
Valence 0, +2, +4
Rayons ioniques
Pb** 0,94 41,49 A
Pb** 0,78 20,94 A

Tableau 3 : Principales propriétés physico-chimique du plomb.

1.2 Le plomb dans I'environnement

1.2.1 Histoire de l'utilisation du plomb

Le plomb a été I'un des premiers métaux utiliséd’hamme dés I'age du bronze, il y a
plus de 7 000 ans (Figure 18). Du fait de sa radadisponibilité et de ses propriétés physico-
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chimiques (malléabilité, ductilité, bas point dsitin, propriété anticorrosion), le plomb a été
largement utilisé par les Grecs et les Romains cempigments (oxyde de plomb) ou pour

réaliser des canalisations, de la vaisselle, daepide monnaie, des toitures...

Révolurion
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Figure 18 : Evolution de la production mondiale deplomb (d’aprés Settle and Patterson,
1980).

L'utilisation du plomb a ensuite explosé au couedalRévolution industrielle. Pendant
la premiére moitié du XX"siécle, le plomb a été utilisé dans 'industrienprimerie et les
peintures. Dans la seconde moitié du siecle, ibatilon dominante était liée aux carburants
automobiles (le plomb était ajouté dans l'essencgnnoe antidétonant) puis aux
accumulateurs de voitures et industriels. Depuss danées 1970, le développement de
nouvelles technologies, la prise en compte deslgmds environnementaux et de santé
publique, ont conduit a la diminution ou a l'arr@e certaines utilisations du plomb
(canalisations, soudure, peinture, pesticidesdarnnant dans I'essence...). Dans les pays
industrialisés, la production secondaire (a patéirla valorisation des déchets) ne cesse de
progresser par rapport a la production primair@dgir de minerai). En 2005, la France a
produit environ 300 000 tonnes de Pb dont 94,5 @emaient du recyclage du métal

(ADEME, 2006). Environ 72 % de cette production itétdestinée a la fabrication
d’accumulateurs.
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1.2.2 Cycle biogéochimique

Le plomb retrouvé dans I'environnement provientaafdis de sources naturelles et
anthropiques. Le métal est présent dans le sols mgalement dans tous les autres

compartiments de I'environnement : eau, air et miasétres vivants (Figure 19).

Atmosphére

Sédiments marins
4s8.10"

Figure 19 : Cycle biogéochimique du plomb dans lemnnées 1970d’apres Nriagu, 1978,
modifié par Arnaud, 2003).

Le plomb a une teneur moyenne dans la cro(te tezrde 0,002 % (38°élément), et
est présent dans la plupart des roches méres.dsamue naturelle du plomb dans le sol est
essentiellement due a sa mise en disponibilitdgsprocessus d’'altérations chimiques. En
quantité plus faible, le plomb peut étre libéré sliatmosphere lors de I'activité volcanique
ou lors de feux de forét, et étre déposé sur l&s =r des retombées atmosphériques. En
I'absence de toute action anthropique, les teneattgrelles moyennes des sols en plomb sont
de 32 mg.kg (Pais and Benton Jones, 2000). En France, lesrenaturelles varient entre 9
et 50 mg.kg (Baize, 1997). Dans le cas d'anomalies géochinsiquette teneur peut
atteindre plus de 3 000 mg-kgcomme dans les paléosols ferralitiques du Polesu'terres

rouges".

Les activités anthropiques sont a I'origine d’'uanxflde plomb tres important pouvant

conduire & des contaminations locales aigués. Weréprésentait, en 1980, 332 000 tan
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contre 12 000 t.ahd’origine naturelle (Nriagu, 1990). Le rapport [patentaire du sénateur

Miquel (Miquel, 2001) met en évidence que I'enrgg@ment moyen annuel en plomb des
terres émergées, a I'échelle de la planete, steieen grande partie via les retombées
atmosphériques (68 %). Toutefois, dans les paysisindlisés, la part des émissions
atmosphériques, dans les pollutions au plomb, &@rf@nt diminué. Elle ne représente plus
gue 33 % en France (mesure sur les sols agric@SREAH, 2007) soit une baisse de 97 %
en quinze ans (CITEPA, 2007). Cette diminution gliggue notamment par I'application du

protocole d’Aarhus, et surtout par linterdiction glomb dans I'essence. Par ailleurs, bien
qgue les pays industrialisés aient fortement réthiits émissions en plomb, la trés forte
croissance économique de pays comme la Chine ndel’he permet pas de constater, a
I'échelle mondiale, une baisse du flux de plombridiae anthropique vers I'environnement

(notamment des émissions atmosphériques).

Le plomb est un élément réputé peu mobile par ra@pd’autres métaux en traces tel
que le cadmium (Bourrelier and Berthelin, 1998)nfdwe nous le verrons ultérieurement plus
en détail, a l'interface entre la lithosphere ebiasphere, son cycle biogéochimique dépend
des caractéristiques physico-chimiques du sol. lanp tend a former des complexes
particulierement stables. En conséquence, il va gtocké en grande partie dans le sol.
Toutefois, une fraction mobile peut étre absortarelgs organismes vivants (micro- et méso-
organismes du sol, végétaux...) et rentrer ainsi ankaine alimentaire. Une petite partie de
ce plomb peut également étre entrainée dans lexesvet les lacs, lors du processus
d’érosion qui arrachent les particules de sol l@eplomb et les entrainent par ruissellement
vers les hydrosystemes de surface. Ariés (200lisa@mévidence un flux de plomb des eaux
interstitielles vers le sédiment, démontrant amse le plomb reste majoritairement piégé

dans le sédiment.

1.3Phytodisponibilité du plomb

Les plantes peuvent absorber le plomb présent l@assl par I'intermédiaire de leurs
racines. Une partie de ce métal, présent dansetesnbées atmosphériques ou dans les
amendements agricoles (impuretés), peut égalemest absorbée par leurs feuilles.
Cependant, en dehors de zones proches d’instakatygnérant la production de grandes
quantités de plomb dans I'atmospheére, la plus graadtie du plomb absorbée par les plantes
I'est par absorption racinaire.
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1.3.1 Notion de phytodisponibilité

La notion de phytodisponibilité découle directemdstla notion de biodisponibilité,
définie comme « I'aptitude d’'un élément a étre ¢f@ré d’'un compartiment du sol vers un
organisme vivant (bactérie, végétal, animal, homm@aize, 1997). Ainsi, selon Hinsinger
et collaborateurs (2005), est biodisponible pous plante (= phytodisponible), la fraction
d’un élément susceptible d’étre absorbée par Eaea.

La phytodisponibilité des ETM est fortement coreglé la concentration d’especes
ioniques dans la solution du sol (Kabata-Pendiak Rendias, 1992). Elle est également
largement dépendante des propriétés du sol, deekesvégétale considérée et de I'élément en
qguestion. La phytodisponibilité va donc dépendre ddéférents paramétres permettant le

transfert de la phase solide du sol vers le vé@giakingeret al, 2005) :
» La disponibilité ou mobilité chimique
» L’accessibilité ou mobilité physique

» L’assimilation ou mobilité biologique

1.3.2 Distribution du plomb au niveau du sol

Le comportement du plomb dans la solution du s@phibilité au transport ou
immobilisation) et aux interfaces solution/solideselution/plante dépend d’'un grand nombre
de paramétres biogéochimiques liés a la nature allu(teneur en argile, pH, capacité
d’échange cationique...), au contexte microbiologjgeteaux formes chimiques du métal
présentes dans la solution du sol ou associéeplat® solide. Ces différents parametres sont
trop nombreux et les interactions trop complexesc@@i, 2008) pour étre développées dans
cette étude bibliographique. Notons toutefois qu@e rhobilité du plomb va étre
particulierement conditionnée par la teneur en ghaslsorbantes du sol (matiére organique,
argile, oxydes...). En effet, ce métal possede unte faffinité pour ces constituants du sol
(Ross, 1994). Les différentes interactions avecctamposants du sol et la distribution du

plomb dans le sol sont résumées dans la Figure 20.
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Figure 20 : Dynamique du plomb dans le systeme splante (adapté d’Alloway, 1995).

Le plomb va ainsi se retrouver :

» Inclus dans des minéraux primaires hérités de dheanere (Figure 20.a) ou
dans des minéraux secondaires suite a des pré&oipgaou co-précipitations
(Figure 20.b) notamment avec des oxydes (Fe, A), Mn

» Adsorbé a la surface de la matiere organique d(MOIS ; Figure 20.c),

» Adsorbé a la surface des méso et microorganism&dou absorbé par eux
(Figure 20.d),

» Dans la solution du sol, associé a des colloidigsi(€ 20.e),

» Dans la solution du sol, complexé par des moléaniganiques ou sous forme
libre (f). Les principales especes du plomb préseans la solution du sol
sont PB*, et PbCQ (BRGM, 2004). Ces formes solubles, bien que trés
minoritaires, ont un rdle fondamental, puisque Ilexines prélévent

uniquement le plomb dans la solution du sol (Bdigr@nd Berthelin, 1998).
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1.3.3 Facteurs influencant la phytodisponibilité du plomb

De nombreux facteurs influencent la solubilisatoiun plomb et son passage dans la
solution de sol (Hinsinger, 2001; Lombt al, 2001; Cecchi, 2008). Les principaux sont

résumes dans la Figure 21.

¢ Plante
Caractéristiques de la plante Activité de la plante
- systéme racinaire ———p - la croissance des racines

- éléments nutritifs nécessaires - l'absorption des éléments nutritifs
- exsudation (H+, OH-,

composés oTganiques, etc.)

caracteristiques du MO
- biomasse totale
- biodiversité

T
Sol Microorganisme (MQO)
pH, texture,
nutriments, contaminants,
densité, redox, etc.

2
Activité du MO
- fixation
- minéralisation
- synthése et hibération
de composés organiques
et inorganiques
Figure 21 : Interactions au niveau de la rhizosphér entre le sol, la plante et les

microorganismes, influencant la phytodisponibilit¢(modifié d’apres Lombet al, 2001).

Notons que les deux facteurs les plus importants d& phytodisponibilité du plomb
sont la teneur en MOS et le pH du sol. En effetdiiponibilité du plomb est fortement
corrélée a la teneur en matiere organique du soBfMe et al, 1997 ; Leeet al, 1998,). La
fraction minérale n’intervient de fagcon importangns la mobilité du métal que lorsque le sol
contient peu de matiére organique et a une temeporiante en oxydes métalliques (Pulford
et al, 1982). De trés nombreuses études ont égalementréngue l'autre paramétre
important du sol est le pH (McBridet al, 1997; Leeet al, 1998; Yanget al, 2006a). Il
influence fortement la spéciation du métal, ma@s&mgent les interactions entre celui-ci et les
différents composants du sol. La mobilité du ploasb plus grande dans les milieux acides,
alors que sa solubilité diminue avec I'élévation pid. Gerriste et Van Driel (1984) ont
démontré des relations linéaires entre la constdia@sorption du plomb, les teneurs en

matiere organique et le pH des sols étudiés.

La plante influence énormément les propriétés ghyshimiques de la rhizosphére.

Elle préleve de I'eau et des éléments nutritifsesaires a sa croissance, et libere diverses
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substances minérales et organiques : exsudatgtis@sret excrétions racinaires. La plante
modifie ainsi le pH de la rhizosphere. Le prélevetes nutriments par les racines affecte ce
pH en libérant des ions™Hpour prélever des cations comme fHou OH (pour prélever

des anions comme NO dans le milieu (Hinsinger, 2001; Lasat, 2002 extrémité des

racines est également nettement plus acide gueste du sol, et I'on observe un gradient de
pH le long de la racine. L'amplitude de la variatipeut dépasser deux unités pH. Cette
acidification apicale est due a une intense examédie protons lors du processus d’élongation

racinaire.

D’autres parametres, comme l'activité biologiqueurd’sol, peuvent modifier la
phytodisponibilit¢ du plomb. Les parametres physiboniques d'un sol influencent
fortement l'activité biologique (micro- et méso-lugique) se déroulant en son sein. Cette
activité biologiqgue modifie en retour les parametrdu sol (pH, matiere organique,
structure...), et joue un rble dans la biodisportibildu plomb par des processus de
biosorption, bioaccumulation et de solubilisatidrarsque I'on considere la mobilité du
plomb dans la rhizosphere, le pH rhizosphériqustrpas le facteur le plus important (Lasat,
2002 ; Taoet al, 2005 ). Dans la rhizosphere, zone bien particilgu sol, les éléments
organiques (d'origine végétale ou microbienne) emés et l'activité microbiologique
semblent jouer un rble plus important que l'acddifion. En effet, les acides organiques
comme l'acide citrique, malique ou oxalique ontclpacité de désorber le plomb et de
favoriser sa solubilisation dans le sol (\&tual, 2003; Yanget al, 2006a). Le plomb réagirait

avec les acides organiques dans la solution dsedoh les réactions suivantes :
R-COOH + PB" . R-COOPB + H" ou R-OH + PB" . R-OPB + H"

Avec R-COOH : acide carboxylique ; R-OH : alcoolghénols (ligands organiques).

Plusieurs auteurs ont également mis en évidencapacité de certains sidérophores
microbiens a désorber le plomb (Kraenstral, 1999; Dubbin and Louise Ander, 2003),
démontrant ainsi I'importance des microorganismésents dans le sol dans les mécanismes
de solubilisation du plomb. Ces résultats sonticmdfs par les nombreuses expérimentations
de phytoremédiation (de sols pollués en plomb)st&ss par une bioaugmentation de la

biomasse microbienne du sol (Lebedal, 2008).
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2 Impact du plomb sur les végétaux
2.1 Absorption du plomb par la plante

2.1.1 Cas de lI'absorption foliaire

Bien qu’elle ait été peu étudiée par rapport aséption racinaire, I'assimilation du
plomb par les feuilles peut représenter une pgrbnante dans le taux de contamination de la
plante. Du plomb peut étre apporté sur les feuplas des retombées atmosphériques, mais
également dans les champs par des apports en emraiesticides (plomb sous forme
d’'impuretés). La majorité de ce plomb est lessivéais une partie va s'adsorber aux lipides
épicuticulaires et étre absorbée par les feuiPeagad and Hagemeyer, 1999). La capacité des
plantes a absorber le plomb disponible via lewdlés dépend a la fois de I'age de celles-ci,
mais également de leurs morphologies. Les feyilgsescentes ont en particulier la capacité
de fixer et d’absorber ce plomb (Godzik, 1993). ®#ncas de «légume-feuilles », comme
I'épinard, ou de céréales, comme le blé, exposde fortes retombées atmosphériques, la
quantité de métal absorbée par les parties aésqrad atteindre jusqu’a 95 % de la quantité

totale absorbée (Dalenberg and Van Driel, 1990).

2.1.2 Meécanismes d’adsorption sur les racines

Comme précédemment évoqué, en dehors de certaines au la teneur atmosphérique
en plomb est importante, ce dernier pénetre majeginent dans la plante via les racines. Les
couches supérieures du cortex racinaire (rhizodeteellenchyme/parenchyme) constituent
une barriére physique contre la pénétration du pldans la racine. Le mécanisme, ou plus
vraisemblablement les mécanismes par lesquels ta aréve a pénétrer dans les racines ne
sont pas encore élucidés. Toujours est-il que dan@emier temps le plomb présent dans la
solution de sol s’adsorbe a la surface de cet ergapeut se lier aux groupements carboxyles
des acides uroniques composant le mucilage raein@ilinski and Lipiec, 1990) ou
directement aux polysaccharides présents a lacgurdigs cellules rhizodermiques. Cette
fixation en surface permet de restreindre le pasdaglomb a l'intérieur de la racine.

La formation de plaques d’oxydes et d’hydroxydegedex la surface racinaire est assez
courante. Du fait de leur capacité a adsorber dadgs quantités de métaux, ces plaques

limitent la pénétration des métaux dans la racDige(et al, 1987). Cependant, dans le cas du
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plomb, ces plagues semblent jouer un réle de barpéysique moins important que pour
d’autres métaux (Yet al, 1998).

Les mycorhizes peuvent également modifier I'adsonpties métaux a la surface des
racines (Hall, 2002). En effet, les métaux se liank parois des hyphes fongiques qui
constituent une barriere supplémentaire protédeasysteme racinaire du plomb. Toutefois,
I'effet protecteur des mycorhizes n’est pas cer&tidépend des souches de champignons
considérées, des espéces veégeétales étudiées et amndentration en plomb du milieu
(Jentschke and Godbold, 2000).

2.1.3 Meécanismes d’absorption racinaire

Depuis plus de trente ans, du fait des risquesodtamination de la chaine alimentaire
par le plomb, I'absorption racinaire a fait I'objde nombreuses recherches sur diverses
especes végétales. De ce fait, ces études ont ggséhtiellement sur les céréales, comme
'orge et le blé (Tanton and Crowdy, 1971), le m@ising and Temple, 1996b), ou les
légumes, comme la laitue (Glater and Hernandez2)19¢ radis (Lane and Martin, 1977) et
I'oignon (Wierzbicka, 1987). Ces travaux ont révéjée le plomb, apres s’étre fixé au
rhizoderme, pénétrait dans le systeme racinairéagden passive et suivait le systéme de
conduction de I'eau. Cette absorption n’est patoumie le long de la racine, puisqu’il existe
un gradient de concentration en plomb dans lesstiagartir de I'apex, qui est la zone la plus
concentrée (Tung and Temple, 1996b; Seregal, 2004). Les tissus jeunes, et en particulier
la zone apicale (en dehors de la coiffe) ou lelulesl posseédent des parois encore fines, sont
les zones absorbant le plus de plomb (Wierzbic887,1Tung and Temple, 1996b; Seregin
al., 2004). Cette région apicale correspond égaleaémizone ou le pH rhizosphérique est le
plus bas. Ce pH bas favorise la solubilité du métatonduit a une élévation locale de la
concentration en plomb dans la solution du sol.

Au niveau moléculaire, le mécanisme de pénétratiorplomb dans les cellules du
rhizoderme n’est toujours pas encore connu. Il $eraib que le plomb puisse rentrer par
plusieurs voies d’acces, notamment des canauxuesigt/ou des transporteurs ioniques. Le
plomb profiterait de la non-spécificité de certades ces canaux/transporteurs et de la trés
forte différence de potentiel membranaire, pouw@gpasser -200 mV dans les cellules du
rhizoderme (Hirschet al, 1998), pour diffuser a lintérieur de la racinéabsorption du
plomb est donc une absorption passive, mais néeagse dépense énergétique de la cellule

pour maintenir ce potentiel tres négatif. Le maintile ce potentiel s’effectue notamment par
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I'excrétion de protons dans le milieu extérieum des pompes HATPase. Dans des blés
traités au plomb, I'utilisation de vanadate, uniliteur de ces pompes, a permis de limiter
fortement I'absorption de ce métal (Wagigal, 2007b).

L’inhibition de I'absorption racinaire du plomb plar calcium est un phénoméne connu
depuis longtemps (Garland and Wilkins, 1981) et spmble commun a toutes les espéces
végétales. Huang and Cunningam (1996) ont, les ipremévoqué le passage potentiel du
plomb via des canaux calciques. De facon plus géméfajout d’ions C&, Mg®* ou K,
dans le milieu extérieur, inhibe significativeméafpénétration de plomb dans les racines de
riz (Kim et al, 2002). Chez le blé, I'utilisation d’inhibiteurg @¢anaux calciques (lanthane) ou
potassiques (chlorue de césium) a permis de mauireces canaux étaient des voies d’entrée
pour le plomb dans la racine (Waegal, 2007b).

L'utilisation de plantes mutantes a permis de comdr ces résultats et de mettre en
évidence une famille de protéines transmembranamesnmées HvCBT1 chez l'orge
(Schuurinket al, 1998), AtCNGC1 a AtCNGC6 (cyclic nucleotide-gaied channel) chez
Arabidopsis thaliangKohler et al, 1999; Lenget al, 1999) et NtCBP4 (Arazt al, 1999)
chez le tabac, qui seraient une de ces voies demon-sélectives empruntée par le plomb.
Ces canaux sont proches de la famille des cananigues modulés par les nucléotides
cycligues non sélectifs aux cations. Cette apprachtant a également permis de découvrir,
chez le tabac, un transporteur membranaire, TaL@ddsédant une faible affinité pour les
cations (Low Affinity Cation Transporter ou LCT amglais). Il modulerait I'absorption de
K*, Na, C&€" et Cd" et serait une voie alternative d’entrée dé*Plorsque le milieu est
faiblement concentré en calcium (Wogtsal, 2007).

D’autres transporteurs transmembranaires, commdanaille des facilitateurs de
diffusion cationique (Cation Diffusion FacilitorCDF), la famille des transporteurs ZIP
(ZRT/IRT-like Protein) ou bien encore les NrampsiiiNal resistance associated macrophage
proteins) sont associés au transport du cuivres, Ziadmium ou du manganése (voir pour
revue Hall and Williams, 2003; Colangelo and Guatir2006). lls pourraient également

jouer un role dans le transport du plomb, mais ae@&tude n’a traité de ce sujet.

2.2 Le plomb dans la racine et sa translocation verp#gties aériennes

Une fois pénétrée dans le systéme racinaire, 3agn@ande majorité du plomb va y rester
(Huang and Cunningham, 1996; Huaaegal, 1997). Bien qu’il existe quelques espéeces

capables de transférer de grandes quantités dedtze wers les parties aériennes, la racine
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agit comme une barriére trés efficace contre lesveiments du plomb a lintérieur de la
plante. Ce phénomeéne de barriére n'est pas comnomsdes ETM, et son intensité est tres

spécifique au plomb.

2.2.1 Diffusion radiale dans la racine

2.2.1.1Voie apoplastique

De nombreuses études histologiques ont permis derenaue le plomb était transporté
essentiellement dans I'apoplaste, c’est-a-direlesaespaces intercellulaires (Figure 22) et
qu’il suivait les mouvements d’eau a l'intérieur ldeplante (Tanton and Crowdy, 1971; Lane

and Martin, 1977).
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Figure 22: (a) Représentation schématique de celas; (b) Dessin d'une coupe
transversale de racine, avec la diffusion radiale &s ions selon les voies symplastique et

apoplastique(Gobatet al, 1998).

Une fois dans I'apoplaste, le plomb peut migreatreément vite. Dans des racines
d’oignon, Wierzbicka (1987) a montré que son trariss’effectuait a la vitesse d’une couche
cellulaire par cing minutes. Cependant, chez lesngéregin et Ivanov (1997) font état d’'une
diffusion restreinte a I'épiderme et aux couchepésigures du cortex, aprés vingt-quatre
heures d’exposition au plomb. Dans une moindre meesaprés quarante-huit heures

d’exposition, les tissus conducteurs sont égal¢mgeints.
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AN A

Bien qu'il arrive a diffuser dans la racine, et ngi étre transféré vers les parties
aériennes, seule une faible fraction du plomb prtédans la racine est mobile. Plus de 90 %
se retrouve sous forme insoluble (Ernst, 1998; Wieka et al, 2007) et est fortement lié
aux enveloppes cellulaires externes (Figure 23)plbenb est principalement lié aux parois
(Tung and Temple, 1996b; Wierzbicka, 1998), maigt e trouver associé a la lamelle
moyenne (Jarvis and Leung, 2001, 2002) ou a la mambplasmique (Sereget al, 2002;

Sereginet al, 2004). Il peut également étre précipité dangpbes intercellulaire (Jarvis and
Leung, 2001).

Celulle 1
Paroi primaire
Trois couches
(a) de la paroi secondaire
Parois de
la cellule végétale

Lamelle moyenne
(@)

Plasmodesme

[}

Cytosol
Membrane plasmique

Couche des parois de la cellulg
Lamelle moyenne

Paroi primaire
Paroi secondaire

Figure 23: (a) Représentation schématique de I'eape intercellulaire ; (b) Coupe

transversale de cellules végétales.

Cette répartition, tres spécifique au plomb, s’e@ par son affinité particuliére pour
les groupements carboxyles présents sur les mekasg surfaces des parois. Ces sites
chargés négativement sont généralement liés aadiems comme le calcium. Les ions®Pb
rentrent donc en compétition avec les iond*@mur I'accés a ces sites (Laaeal, 1978),

mais également aux sites de liaison entre molécidgrectines, dans la matrice pariétale.

Bien que cela soit dans une moindre mesure, il peister des liaisons Pb-O avec des
molécules d’hémicellulose et de cellulose, comptssamportants des parois primaires et
secondaires. Ce type de liaison peut égalementreeef avec des molécules de lignine
rentrant dans la composition des parois secondé@esmiroli et al, 2005). Cette forte
affinité pour les composants pariétaux peut expligia faible mobilité de ce métal par

rapport a d’autres ETM comme le cadmium, dont seatd 56 % se retrouvent adsorbés aux
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constituants cellulaires (Wierzbiclat al, 2007). Cette propriété du plomb serait aussi une
des raisons de sa moindre toxicité dans les cslitdgétales (Sereget al, 2004).

2.2.1.2Voie symplastique

Lane et Martin (1978) ont, les premiers, montrépbssage du plomb par la voie
symplastique en méme temps que par la voie apaplas{Figure 22). La quantité de ce
métal passant par cette voie est marginale paorapda voie apoplastique, et peu d’études
en ont fait état. Cependant, elle a une importaapitale dans la toxicité du plomb car c’est

cette fraction, passant par le symplaste, qui ckus®jorité des effets déléteres observés.

Le ou les mécanismes de pénétration dans le sytaplassont pas clairement identifiés
comme nous l'avons déja évoqué (cf. 2.1.3). Poyrtardes doses non létales, le plomb
pénéetre uniqguement dans le symplaste dans les genewisions cellulaires actives, comme
la zone apicale (Tung and Temple, 1996b) ou leopierime (Wierzbicka, 1998). En effet, les
cellules jeunes ne possedent pas encore de paooidare et leur paroi primaire est trés fine.

L’acces a la membrane plasmique est donc faciitssaes zones racinaires.

Les études faisant état de la présence de plonldaymplaste n'ont pas pu révéler la
présence de plomb a I'état libre dans le cytopladragplomb symplastique peut se retrouver
confiné dans certains compartiments cellulairesjroe les vacuoles (Mateclat al, 2008 ;
Meyerset al, 2008 ; Figure 24.1), les vésicules dictyosomé@Maloneet al, 1974 ; Figure
24.2), les vésicules du réticulum endoplasmiques(@ickaet al, 2007 ; Figure 24.3) ou les
évaginations tubulaires de la membrane plasmigse plasmatubules (Wierzbicka, 1998 ;
Figure 24.4).

Cette séquestration intervient tres rapidemenpeetettrait ainsi de limiter 'accés du
plomb a certains sites sensibles (Wierzbiekal, 2007). De plus, le plomb séquestré dans
les plasmatubules est excrété rapidement au nigleaiparois, dans I'espace intercellulaire
(Wierzbicka, 1998). Ce mécanisme de détoxicatipideaet efficace expliquerait également,
en partie, la moindre toxicité du plomb par rapgocelle induite par le cadmium (Wierzbicka
et al, 2007).
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Figure 24 : Représentation schématique d'une cellal végétale, avec représentées, les
zones impliquées dans la séquestration du plomb &14).

A des doses létales, le plomb pénétre dans tousskss racinaires, et les membranes
plasmiques ne semblent plus jouer leur role dadrarphysique (Seregiet al, 2004). A ces
concentrations, le plomb induit une désorganisatierces derniéres. Il peut alors pénétrer
massivement dans le cytoplasme, le noyau et Idéreifts organites, y compris ceux
possédant des doubles membranes, comme les mit@s(Mateckaet al, 2008).

2.2.2 Mécanismes de détoxication

Marmiroli et collaborateurs (2005) ont proposédédque les plantes posséederaient deux
mécanismes de séquestration/détoxication du plomb :
» I'un constitutif, correspondant a la liaison dumlwaux composants cellulaires
» lautre inductible, correspondant a des moléculesvant chélater le métal
(phytochélatines).

2.2.2.1Mécanismes constitutifs

Nous venons de détailler les différents mécanisooesiuisant a une séquestration du
plomb par adsorption sur les différents composeelisilaires. || semble trés important pour

la cellule, d’entourer le plomb de membranes lastl du reste du cytoplasme. Il est
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intéressant de noter que la présence de plombtindei accentuation de ce phénomeéne. En
effet, dans des cellules d’oignon exposées au plaktibrzbicka (1998) a noté une synthese
accrue de polysaccharides entrainant un épaissssemmportant de la paroi. Cet
épaississement permet d’augmenter la taille daladoe physique que constitue la paroi, et
de limiter ainsi, I'acces a la membrane plasmidlugermet également de créer de nouveaux
sites de liaisons potentielles au plomb, et parséquent, d’augmenter la capacité de
séquestration extracellulaire.

Malgré la compétition apparente entre le plombeatdlcium pour les sites de liaisons
pariétaux, il semble que le calcium joue un rélpanant dans le dépét du plomb a I'intérieur
de la paroi (Antosiewicz, 2005). En effet, les pésnpoussant dans des milieux carencés en
calcium présentent des dépdts moins importants ldenkp au niveau des parois. A
concentration égale en plomb dans la racine, Gaggd présentent également des symptémes
de toxicité plus prononceés. Le calcium influerait $a sécrétion extracellulaire du plomb
symplastique. Une carence en cet élément conddiraite accumulation du plomb dans le

symplaste.

2.2.2.2Mécanismes inductibles

2.2.2.2.1 Mécanismes généraux

Si I'on tient compte de I'ensemble du plomb se went sous forme insoluble (fixé aux
différents constituants et précipité dans les vhsjovésicules...), seul 2,4 % de la
concentration totale, se retrouve sous forme sel(Mierzbickaet al, 2007). Dans le cas de
ce métal, les mécanismes inductibles apparaissentdés mécanismes de secours lorsque le
stress devient trop important. lls sont colteuxrggté@uement pour la plante contrairement
aux meécanismes constitutifs, et sont, par conséggénéralement limités dans le temps.

Récemment, plusieurs études ont mis en évidencprdaence, chez les cellules
végétales, de transporteurs membranaires qui jemeran rble dans la détoxication en
permettant d’excréter les ions métalliques danmileeu extracellulaire. Ces transporteurs
sont constitutifs, mais I'analyse du transcriptoan@ermis de montrer que leur expression
génique était stimulée par le plomb. Ainsi, plussetransporteurs ABC (a ATP-binding
cassette), comme AtATM3 ou AtADPR12 ch&rabidopsis(Lee et al, 2005; Kimet al,
2006), ont été identifies comme étant impliquéssdarrésistance au plomb. Enfin, une étude

menée sur des levures transformées pour exprineeAliRase a métaux lourds provenant de
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Thlaspi, a montré que I'expression de ce géne induisait filaxede PB* dans le milieu
extérieur, et une tolérance accrue des levures@étal (Papoyan and Kochian, 2004).

Les difféerents mécanismes de séquestration intidaieé évoqués plus haut ont été peu
étudiés. Le plomb pourrait étre transporté dansoapartiments cellulaires apres s’étre lié a
des molécules organiques. Bien qu'il soit suspdetds le cas du plomb, ce mécanisme de
détoxication n'a pas encore été mis a évidencetraioement a d’autres ETM (Hall, 2002).
Wierzbicka et collaborateurs (2007) ont réecemmeontné qu’une partie du plomb soluble se
trouvait complexée a de l'histidine, un acide andgérit comme participant a la détoxication
du nickel (Hall, 2002). Cette fraction soluble petigalement étre liée a des composés
possédant des groupements thiols. En effet, le Iplpasséde une forte affinité pour ce type
de composeés et en particulier pour la cystéinel€and Ulmer, 1972). Ainsi, le glutathion
réduit (GSH) possede la capacité de chélater et le plomb (Singbt al, 2006), et est
associé a la tolérance des plantes a ce métal §@upi, 1995; Scarano and Morelli, 2002;
Ruleyet al, 2004b).

2.2.2.2.2 Les phytochélatines

Le GSH peut jouer un réle direct dans la chélatdarplomb, mais il est également le
précurseur des phytochélatines (PC). Chez lesgdalgs PC ont un rdle reconnu en matiere
de détoxication et d’homéostasie des métaux lo(Zdak, 1996; Cobbett, 2000; Clemens,
2006b). Les PC, aussi appelées métallothionéindy (M classe lll, sont des polypeptides
atypiques dont la synthese n’est pas d’origine ggme& mais enzymatique. Leur structure
primaire consiste en la répétition d'une séquengeeptidique, y-glutamyl-cystéinyl, a
laquelle s’ajoute généralement un motif glycineboay-terminal (Figure 25). Dans certaines
plantes, la glycine peut étre remplacée par uneesécertaines graminées), une glutamine
(raifort), un acide glutamique (mais) ou encore alaine (certaines légumineuses dont ne
fait pas partie la feve). La structure primairerégietée n fois, de 2 a 11, et les PC sont notées
PG, en fonction du nombre de répétition. Toutefois, flrmes les plus répandues sont celles
comprises entre Bt PG (Zenk, 1996).

CH E Hdt"c/EH:SH c
H—{-~<HN 2 N O:H
\cf{ \CH;/ \NH/ \c. \CH,
e? I
HO.C o
o N i — S . st
7- Acide glutamigue Cysleine Glycine

Figure 25 : Structure d’'une phytochélatine.
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La synthese de phytochélatines, a partir de GSi3j gue I'allongement de la chaine de
PC est catalysée par une enzyme, la phytochélatinthase ou PCS. Cette enzyme est
constitutive des cellules végétales, mais n'esvacfu’en présence de certains métaux lourds.

Le plomb est connu pour stimuler la production @ee activer la PCS (Cobbett, 2000;
Cobbett and Goldsbrough, 2002; Clemens, 2006a; H0Q&s PC semblent jouer un role
important dans la tolérance des plantes a ce reéfadrticipent a sa détoxication (Gupta
al., 1995; Mehreet al, 1995; Piechalakt al, 2002). De la méme facon que pour le GSH, la
complexation du plomb se fait par interaction efegeions PB et le groupement thiol de la
cystéine. Les PC séquestreraient le plomb soluldsept dans le cytoplasme avant de le
transporter dans les vacuoles (Piechatlal, 2002; Seregiret al, 2002 ; Mateckeet al,
2008). Le mécanisme régulant le passage du complexeC a travers le tonoplaste n’est, par
contre, pas encore connu.

Bien qu'’il semble que le réle principal des PC sl@tchélater certains métaux et de les
transporter vers leurs lieux de séquestration (Efeet al, 2002), leurs rbles dans la
détoxication de ces métaux pourraient étre pluspbexes. En effet, Gong et collaborateurs
(2003) ont prouveé que les PC participaient, enigyadt la translocation du cadmium vers les
parties aériennes chézabidopsis thalianaRécemment, une étude réalisée sur des mutants
de cette plante ne possédant pas de PCS dangilessrea révélé que les PC pouvaient étre
synthétisées dans les parties aériennes, puisptdéss vers les racines pour faire face a
I'afflux de cadmium (Chert al, 2006). Enfin, Mendoza-Cozatl et collaborate@@08) ont
démontré que les PC pouvaient participer a un syestie détoxication particulier des feuilles,
pour les protéger des effets néfastes des ETMadictylier sur I'appareil photosynthétique.
Ces auteurs ont mis en évidence I'existence damsfert important de cadmium des parties
aériennes vers les parties racinaires, qui seeagux PC. Ainsi, leurs résultats ont réevélé des
concentrations en cadmium quatre fois supériewaias th seve phloémique que dans la seve

xylémique.

2.2.2.2.3 Les métallothionéines

Le plomb peut étre séquestré par les autres clagsasetallothionéines (de classe | et
II) présentant des homologies avec les métallothims de levure ou humaine. Ces MT, qui
ont un role fondamental dans la détoxication deMEhez les animaux, n'ont été que peu
étudiées chez les végétaux, en raison du role pd&pant que jouent les PC (Cobbett and
Goldsbrough, 2002). Tres récemment, Xu et collaieara (2007) ont révélé que le plomb
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activait plusieurs genes de MT de classe |, taogis Liu et collaborateurs (2007) ont
démontré la capacité de détoxication du plomb d&TRj, une MT de classe II.

2.2.3 Translocation vers les parties aériennes

Certaines especes végétales sont capables deétmandes quantités importantes de
plomb vers les parties aériennes (Huang and Cuhaing 1996; Arshact al, 2008).
Néanmoins, la faible translocation de ce métal sem@tre un phénoméne assez commun aux
autres espéeces vegetales. Comme précédemment geeqoigénomene est en grande partie
dd a la trés grande quantité de plomb qui se re¢rammobilisée sous forme insoluble.
Cependant, cette explication n'est pas suffisagttéel semble que la barriere physique que
constitue I'endoderme joue un rdle important daasphénomeéne. En effet, le plomb qui
transite majoritairement par la voie apoplastigse, retrouve blogqué par les bandes de
Caspary au niveau de I'endoderme. Pour suivreuer @’'eau, il doit passer par la voie
symplastique, au travers du filtre que constitugra fois la perméabilité des membranes

plasmiques et les systemes de séquestration/détioxialu cytoplasme.

Les difféerentes études de localisation histologiqueplomb ne font jamais état de la
présence de ce métal dans les cellules endodersnigatires. De plus, les auteurs constatent
une tres grande différence de concentration en Iplenire le cortex et le cylindre central
(Tung and Temple, 1996b; Seregihal, 2004). Le plomb absorbé par I'épiderme et par la
région des poils absorbants pénetre dans toudssksstcorticaux, mais ne semble pas en
mesure de franchir 'endoderme (Seregfiral, 2004). Le profil de localisation du plomb dans
les racines est caractéristique d’'une moléculengyieut pas passer la barriere endodermique
(Sereginet al, 2004). Cette hypothése est renforcée par legtatles Monocotylédones qui
possedent un endoderme plus perméable, transtieqritis grandes quantités de plomb vers
leurs parties aériennes, que les Dicotyledoneplomb pénetrerait majoritairement dans le
cylindre central via I'apex, région ou I'endodermiest pas encore formé (Tung and Temple,
1996b; Seregiret al, 2004). En conséquence, il semble qu'a des dasedétales, le plomb

migrant vers les parties aériennes provienne umeué de I'apex racinaire (Figure 26).
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Figure 26 : Représentation schématique d’'une coupde racine et des flux de plomb a

I'intérieur des tissus racinaires.

Plusieurs auteurs ont réussi a montrer que le dlisoluté contournant la barriere de
'endoderme constitue seulement une faible partflax total (moins de 1 %) de soluté
migrant vers les parties aériennes (ta@l, 1987; Skinner and Radin, 1994). Ces résultats
semblent en accord avec le rapport observé lopgpd&tion a des concentrations faibles a
moyennes de plomb, entre le plomb contenu dansakies aériennes et les parties racinaires
qui est inférieur a 1 % (Huang and Cunningham, 1986tte hypothese est confortée par le
fait que le flux de soluté augmente de fagon tnégoirtante dans des racines endommagées
(Moon et al, 1986), phénomene comparable avec celui obsernvggragin et collaborateurs

(2004) pour le plomb dans des racines endommadéesi, lors d’exposition a de fortes

77



Chapitre | : Revue bibliographique

concentrations, le rapport entre les concentratiensplomb contenues dans les parties

aériennes et celles contenues dans les raciness#eles 20 % (Singét al, 1997).

Une fois pénétré dans le cylindre central, le plgmeht de nouveau, reprendre la voie
apoplastique (Tung and Temple, 1996a, b). Le netgdrunte alors le systéme vasculaire en
suivant le flux d’eau jusqu’aux zones foliaires, l@au s’évapore et ou il s'accumule (Tung
and Temple, 1996a). Lors du passage dans la seéenigye, le plomb pourrait étre
complexé a des acides aminés, comme l'histidirtesaacides organiques, comme les acides
citriques, fumariques et maliques (Tagaral, 1998) ou bien aux PC, comme nous I'avons vu
précédemment. Cependant, il pourrait aussi étrasfiéseé majoritairement sous forme

inorganique comme c’est le cas pour le cadmium @uéral, 2008).

2.3 Effets généraux du plomb sur les plantes

La fraction de plomb pénétrant dans le symplastdatisle et rapidement séquestrée
dans les cellules. Néanmoins, elle cause une grdiagsité d'effets néfastes dans les
plantes. Ces effets ont déja fait I'objet de trésnhreuses publications ainsi que plusieurs
revues bibliographiques (Singdt al, 1997; Seregin and Ivanov, 2001; Pattaal, 2004;
Sharma and Dubey, 2005). Le premier point imporéasbuligner, est que ces effets varient
en fonction de la durée d’exposition, de 'inte@siti stress, du stade de développement de la
plante, des organes considérés et évidemment gesessétudiées voire méme du cultivar.
Les effets présentés ci-dessous sont donc desiegslgenérales.

Le deuxieme point important a noter, est que, dans grande majorité, les études
d’'impact du plomb sont réalisées a des concentstices importantes, souvent létales, de
'ordre du millimolaire et quasi exclusivement emltare hydroponique (environ 2
publications sur 3). Il est évident qu'a de tell@ncentrations, les effets observés sont
multiples et tres significatifs. Cependant, d’'unrnpale vue environnemental, ces résultats
n'ont que peu de significativité, car ces tenewpassent trés largement celles pouvant se
retrouver dans la solution du sol, méme dans des $ortement contaminés. Une étude
réalisée par Jopony et Young (1994), portant saot siges pollués au plomb, a montré que les
concentrations de ce métal dans la solution détagént comprises entre 3,5 ppb et 3,5 ppm.
Ces concentrations correspondent, par exemple,ydrofionie, a des concentrations en
Pb(NGs), comprises entre environ 17 nM et 17 uM. C’est gaar, au cours de cette revue

bibliographique sur les effets du plomb, nous abgrgErons, avec une attention plus
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particuliére, les effets de « faibles doses de plomb (de I'ordre du micromolaire ouns)o

lorsque ces données existent.

2.3.1 Effets sur la germination et la croissance

A l'échelle macroscopique, le plomb entraine ddstefnéfastes sur les plantes. En
premier lieu, la germination est fortement inhilpge les ions PB et ce, & de trés faibles
concentrations (Mishra and Choudhuri, 1998; Wiearzkiand Obidzinska, 1998; Tomulescu
et al, 2004). De plus fortes doses conduisent & unéitidn totale de la germination chez les
especes végétales, comme le haricot, dont le tégudesla graine ne limite pas assez la
pénétration de ces ions (Wierzbicka and Obidzindl@98). Le plomb réduit également
fortement le développement de la plantule et déiseles (Mishra and Choudhuri, 1998).

Un traitement a de faibles concentrations en plamhibe la croissance des racines et
des parties aériennes (Garland and Wilkins, 198%8hiM and Choudhuri, 1998; Wierzbicka,
1999a; Makowsket al, 2002; An, 2006). Cette inhibition est plus impoite pour la racine,
ce qui peut étre corrélé a la plus forte teneuyslemb de cette derniere. Les racines primaires
sont également plus sensibles que les racinesaleggiObrouchevat al, 1998).

L’accroissement de biomasse végétale est diminuédpafortes doses de plomb.
Toutefois, I'effet des faibles concentrations n’gsts clairement établi et I'inhibition de la
croissance observée n’est pas forcément corrélée aiminution de biomasse (Mishra and
Choudhuri, 1998; Kosobrukhoet al, 2004; Xionget al, 2006; Zheljazkowet al, 2006).
Makowski et collaborateurs (2002) ont méme montréaccroissement de la biomasse dans
les zones racinaires contenant les plus grandegitggade plomb, comme l'apex et la zone
d’élongation. Cette augmentation de biomasse pegtadtribuée a la synthese de nouveaux
composants pariétaux (Wierzbicka, 1998). Au nivearphologique, une exposition a une
faible concentration de plomb conduit au dévelopg@nde racines plus courtes mais plus

compactes.

! Le terme de « faibles » sera employé ici pouratériser des concentrations en plomb de
I'ordre du micromolaire (en solution nutritive) caiest ainsi qu’elle sont décrites dans la
littérature. Cependant, ces concentrations correfgrd a des concentrations de solution de

sols moyennement a tres pollués en plomb (Jopothyranng, 1994).
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Sur de longues durées, les traitements au plomimen@édes doses non-létales, peuvent
conduire a I'apparition de nécroses au niveau geg eacinaires et des feuilles, ainsi que des
chloroses foliaires (Khan and Frankland, 1983 ; &tial, 2000). Il faut cependant noter que,
méme aux plus fortes concentrations rencontrées kamvironnement (sols miniers, usines
de retraitement de batteries), le plomb induitmaet une mort des végétaux (Codtbal,
2000; Arshadet al, 2008). L'ensemble des perturbations macroscopigqieservées est la
résultante :

» De linteraction du plomb avec les différents comsguats cellulaires et les
macromolécules (protéines, ADN...) ;
» De la perturbation de nombreux processus physigleg comme la régulation

du statut hydrique, la nutrition minérale, la reapon ou la photosynthéese.

2.3.2 Effets sur les constituants cellulaires

2.3.2.1Effets sur les enveloppes cellulaires

Comme précédemment évoqué, le plomb peut se fertelgrandes quantités, sur les
composants des parois ou des membranes. Cettdorixabnduit notamment a une
minéralisation de la paroi (Wierzbicka, 1998). Cleépomene de minéralisation, défini
comme un dépot d'éléments minéraux au niveau parta (Nultschet al, 1998), est surtout
connu dans le cas de la calcification (dépdt dédareate ou d’oxalate de calcium) et la
silicification (dép6t d'oxydes de silice). La miabsation pariétale entraine un changement
dans les propriétés physiques et chimiques de fai,pet en particulier dans sa plasticité.
Cette diminution de plasticité affecte de hombrewécanismes cellulaires comme la division
ou I'élongation.

Le plomb ne perturbe pas seulement les envelopytesnes en se liant a elles, il va
également désorganiser les réseaux de microtubmi@sie a de faibles doses (Wierzbicka,
1998; Eunet al, 2000). Cette désorganisation a un impact tresoitapt, puisque les
microtubules jouent un rbéle majeur dans de nombrepuscessus tels que le trafic
intracellulaire, la mitose et la morphogenése, rdditeant la polarité de croissance et la forme
des cellules. La conséquence de cette interactibre de plomb et les microtubules est
I'apparition de formes cellulaires anormales enégjalités dans les épaisseurs de la paroi

(Wierzbicka, 1998). De plus, il est intéressanindeer que cet effet sur les microtubules est
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caractéristique du plomb, et ne s’observe pas akaatres métaux comme le cuivre ou
I'aluminium qui, pourtant, inhibent la croissanéaif et al, 2000).

Les membranes lipidiques subissent également fets eféfastes du plomb. Bien que
les mécanismes d’action ne soient pas connusplalpinduit de fortes modifications dans
les compositions lipidiques des différentes memésacellulaires (Stefanoet al, 1992;
Stefanovet al, 1993; Stefanoet al, 1995a; Stefanoet al, 1995b). Par ailleurs, le plomb
induit indirectement, via la production d’ERO, uperoxydation lipidique (Panet al, 2002;
Reddy et al, 2005; Wanget al, 2007a). Ces modifications des lipides membragaire
conduisent a I'apparition de structures cellulamasrmales, avec notamment des altérations
au niveau de la membrane cellulaire (Isl&mnal, 2008), mais également de celle des
organites comme les mitochondries, les peroxysolfMatecka et al, 2008) ou les
chloroplastes (Choudhury and Panda, 2004 ; Wery€tikuielewska and Chwil, 2005; Islam
et al, 2007). De fortes concentrations conduisent aufdure de ces membranes, ce qui, a

terme, induit une mort cellulaire.

2.3.2.2Effets sur les protéines

Comme les autres ETM, le plomb présent dans leptadme interagit avec les
protéines. L’action du plomb sur la concentratiotalie en protéine n’est pas claire, bien que
de fortes concentrations puissent diminuer le pgwotéique (Jana and Choudhuri, 1982;
Mohan and Hosetti, 1997; Saxeea al, 2003; Mishraet al, 2006b). Cette diminution
quantitative de la teneur en protéines totales rajijpg@omme la résultante de plusieurs
conséquences de I'action du plomb :

» Modification de I'expression génique (Kovalchek al, 2005) et augmentation
de l'activité ribonucléasique (Jana and Choudh@i€i82; Gopal and Rizvi,
2008) ;

» Stimulation de I'activité protéasique (Jana and @hnuri, 1982) ;

» Diminution de la teneur en acides aminés libre®iigiet al, 2006), corrélée a
une forte perturbation du métabolisme de I'azote 2c3.4). Cependant, on
constate une augmentation de certains acides amamése la proline (Saradhi
and Saradhi, 1991; Mohan and Hosetti, 1997; Qureshi, 2007) qui semble
jouer un rble important dans la tolérance de lantelaau plomb (Saradhi and
Saradhi, 1991).
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De plus faibles concentrations semblent, au castraugmenter la teneur en protéines
totales (Mishraet al, 2006b). Cette accumulation protéigue, limitée gu@miers jours
d’exposition, pourrait étre la conséquence de lath®se, par la plante, de protéines de
défense contre ce stress métallique, avec notamuhesmtprotéines intervenant dans le
maintien du statut redox de la cellule comme l'alsat®, ou dans la séquestration du métal
(GSH, PC).

Outre une modification quantitative, le plomb agjir la composition qualitative des
protéines cellulaires. Il modifie le profil protéig des cellules racinaires de féves exposeées au
plomb (Beltagi, 2005), ce qui peut étre corrélécdaemodification du profil du transcriptome
(Kovalchuk et al, 2005). Les ions Pb influencent également fortement les activités de
nombreuses enzymes intervenant dans difféerentsegsas meétaboliques. Cette forte
interactivité avec les enzymes de la plante estdasecauses majeures de la toxicité de ce

métal. Le tableau 4 présente quelques exemplessiateractions Plyenzyme.
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Processus
Enzymes Espece végétales Effet Références
métaboliques
Synthese chlorophyllienne 8- aminolevulinate Phaseolus vulgaris - Prasad and Prasad, 1987
déshydratase
Fixation du CO> Ribulose 1,5 bisphosphate Avena sativa - Moustakas et al., 1997 ;
carboxylase/oxygénase Hordeum vulgare Stiborova et al., 1986
Ribulose 1,5 bisphosphate Pisum sativum (feuilles = Parys et al., 1998
carboxylase/oxygénase détachées)
phosphoénolpyruvate Zea mays - Vojtechova and Leblova,
carboxylase 1991
phosphoénolpyruvate Pisum sativum (feuilles = Parys et al., 1998
carboxylase détachées)
Cycle de Calvin Glycéraldéhyde 3-phosphate  Spinach oleracea - Vallee and Ulmer, 1972
déshydrogénase
Ribulose 5-phosphate Spinach oleracea - Vallee and Ulmer, 1972
kinase
Voie des pentoses Glucose-6-phosphate Spinach oleracea - Vallee and Ulmer, 1972
phosphates déshydrogénase
Métabolisme de I'azote Nitrate réductase Cucumis sativus - Burzynski and Grabowski,
1984
Nitrogénase Glycine max - Huang et al., 1974
Glutamine synthétase Glycine max - Lee et al., 1976
Enzymes nucléolytiques Désoxyribonucléase Potamogeton pectinatus + Jana and Choudhuri, 1982
Hydrilla verticillata
Ribonucléase Potamogeton pectinatus + Jana and Choudhuri, 1982
Hydrilla verticillata Gopal and Rizvi, 2008
Raphanus sativus
Protéolyse Protéase Potamogeton pectinatus + Jana and Choudhuri, 1982
Hydrilla verticillata
Phosphohydrolase Phosphatase Potamogeton pectinatus + Jana and Choudhuri, 1982
Hydrilla verticillata Lee etal.,, 1976
Glycine max Gopal and Rizvi, 2008
Raphanus sativus
Phytase Pisum sativum - Paivoke, 2002
Métabolisme des sucres a-amylase Oryza sativa - Mukherji and Maitra, 1976
a-amylase Glycine max + Lee etal., 1976
Métabolisme énergétique  ATPase Zea mays - Kennedy and Gonsalves,

1989

Tableau 4 : Effets du plomb sur les activités d’enanes intervenant dans différents

processus métaboliqueémodifié d’aprés Sharma and Dubey, 2005).
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2.3.2.2.1 Mécanismes d’inactivation

En regle générale, le plomb inhibe les activitésyaratiques et posséde une constante
d’inactivation (K) comprise entre 10 et 2.10° M, c'est-a-dire que 50 % des activités
enzymatiques sont inhibées dans cette gamme demoaton (Seregin and Ivanov, 2001).
L'inhibition provoquée par le plomb est la consémes généralement, d’une interaction entre
le plomb et les groupements —SH de I'enzyme (Seragi lvanov, 2001; Sharma and Dubey,
2005). C’est le cas de plus de cent enzymes, daatmment la Rubisco et la nitrate réductase
(bien que dans ce cas la diminution de la quadttéitrate absorbée soit aussi en cause).
Cette inactivation enzymatique est due, soit aliagon au niveau du site catalytique, soit
ailleurs sur la protéine, entrainant une modif@atde sa structure tertiaire. Le plomb peut
eégalement se lier aux groupements -COOH de laipst provoquer les mémes effets.

Le second mécanisme d’interaction avec les preséooncerne les métallo-enzymes.
Comme nous le verrons plus en détail (cf. 2.3elplbmb peut perturber I'absorption par la
plante d’éléments minéraux essentiels pour cesneegy comme le zinc, le fer ou le
manganese. Comme les autres cations divalentsyilggalement se substituer a ces métaux
et causer ainsi l'inactivation d’enzymes. Cettectivation concerne en particulier I'ALAD,
qui participe a la biosynthése de la chlorophydiedont I'inaction par le plomb est un des
aspects les plus connus de sa toxicité chez legeglacomme chez les animaux (ou cette
enzyme participe a la synthese de 'héme de I'hdobaae).

Le dernier mécanisme principal d’interaction aves protéines est un meécanisme
indirect et découle de I'impact des ERO sur lesgines. En effet, la présence de plomb dans
la plante cause la génération d’'ERO et peut endagjamkes protéines. Cependant, il est
difficile d’estimer la part du stress oxydatif dafisactivation des enzymes induite par le
plomb, car aucune étude n’a porté sur le sujeteQetrt pourrait étre non négligeable sur des
enzymes, comme la Rubisco, sensibles au stresatixficeitao et al, 2003). La génération
d’ERO dans les plantes au cours d'une expositiorplamb sera évoquée dans la partie
« Plomb et stress oxydatif » (cf. 2.4).

2.3.2.2.2 Mécanismes d’activation

Les traitements au plomb stimulent I'activité det@mes enzymes (Tableau 4), mais les
mécanismes d’'actions ne sont pas connus. Le plamiygt moduler I'expression génigue de
ces enzymes ou bien limiter I'activité de leursiliieurs (Seregin and Ivanov, 2001).

Toutefois, dans le cas des protéases et des nesjébsir activation pourrait étre la
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conséquence d'une augmentation de la concentrdgoteurs substrats (due a l'action du
plomb) plutdt que d’une interaction directe avepl@mb.

2.3.2.3Action antimitotique et génotoxique du plomb

L’effet antimitotique du plomb est 'un des aspeleis plus connus de sa toxicité. En
effet, il y a 80 ans, Hammett (1928) démontrait puplomb induisait une diminution dose-
dépendante de I'activité mitotique dans des cedldie racines d’oignon. Beaucoup plus tard,
Wierzbicka (1989; 1994; 1999b) a étudié en détailpbénomene pour en comprendre les
mécanismes (Figure 27). Le premier point importast la liaison des ions Pbaux
membranes cellulaires et a la paroi, induisantrigidification de ces structures et perturbant
la division cellulaire. Le second point importast & désorganisation des microtubules dont
I'organisation est essentielle pour la mitose. atajde plomb induit essentiellement des
perturbations aux stades G2 et M de la divisiodulzte, conduisant a I'apparition de
cellules anormales en stade c-mitose (colchicirtesa). Ce phénomeéne serait accentuée par
I'interaction directe ou indirecte du plomb aves lprotéines intervenant dans le cycle
cellulaire, comme les cyclines, dont Il'activité¢ eftpendante de facon indirecte de la
concentration en GSH.

Les perturbations de l'activité mitotique, induifga le plomb, peuvent étre transitoires
dans certains cas et l'index mitotique revient aeau de celui du témoin au bout de
guelgues heures. De plus, de faibles doses de psammblent ne pas affecter la mitose de
facon significative (Hammett, 1928; Loudes, 2002¢cchi, 2008).

\
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Figure 27 : Représentation des liens avérés (flechepleines) et potentiels (fleches
pointillées) entre le plomb, la mitose et la génoxdité.

En rouge : interaction négative ; en bleu : intBoac positive. En noir: mouvement du plomb. HPL :

hydroperoxydes lipidiques.
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Si l'action antimitotique du plomb et ses mécanisrsent bien connus chez les plantes,
il n'en est pas de méme concernant son action geiopte. Méme a de faibles concentrations
en métal (qui n'affectent pas la mitose), les éraents au plomb induisent la formation
d’aberrations caractéristiques des ETM (Wierzbick889, 1994; Loudes, 2002; Cecchi,
2008) : formation de ponts chromosomiques duraanaphase, perte de fragments
acentriques lors de recombinaisons homologuesmiatation chromosomique et formation

de micronoyaux (Figure 28).

“ 2 87 LN

Figure 28 : Aberrations chromosomiques et fragmentidon nucléaire dans des cellules de

racines : a) perte de fragments de chromosome ; bponts chromosomiques; c)

fragmentation nucléaire observée par Comet assayd) micronoyau.

Les aberrations chromosomiques peuvent s’expligogoartie par les perturbations du
réseau de microtubules (Figure 27). Le plomb ceseahssures simples et doubles brins sur
'ADN, des liaisons transversales entre ADN-ADN @&DN-protéines (Rudiska et al,
2004). Tres peu de données sont disponibles, ehdesinismes d’actions du plomb (hormis
I'interaction avec la tubuline) sont seulement sag&s. Chez les mammiferes, sa génotoxicité
a davantage été étudiée (voir pour revue Silbergehd, 2000; Silbergeld, 2003). Le plomb
peut pénétrer dans le noyau (Hammett, 1928 ; Matetkl, 2008) et se lier directement a
I’'ADN ou indirectement sur les protéines se fixanr 'ADN. Il semblerait que ce métal
n’exerce pas une action génotoxique directemenitADN, lorsqu’on le met en contact avec
de 'ADN «nu » (Valverdeet al, 2001). Par contre, la fixation du plomb pertutbs
mécanismes de réparation de '’ADN, mais égalemeistysthése et sa réplication. Le plomb
peut également affecter ces mécanismes en remplacainc dans le motif en doigt de zinc
de nombreuses enzymes intervenant sur 'ADN (Gdstal al, 2007). L'ensemble de ces
effets peut conduire a des perturbatideda mitose et potentiellement induire des abierrat
chromosomiques.

Pour résumer, hormis l'action sur la tubuline, riafest vraiment clair dans le
mécanisme d’action génotoxique du plomb. Le mardgidonnées, tant sur les animaux que

sur les plantes, ne permet pas d’analyser cettetgénité. Cependant, il apparait que le

86



Chapitre | : Revue bibliographique

plomb n’agit pas directement sur '’'ADN. Plusieutgears ont proposé que I'action indirecte
du plomb passe par des médiateurs comme les ERIB0dérivés des lipides membranaires
oxydés, comme le MDA (Valverdet al, 2001; Fracasset al, 2002; Wozniak and Blasiak,
2003; Xuet al, 2008).

2.3.3 Statut hydrique

De nombreuses études ont mis en évidence une lpaiar importante du statut
hydrique des plantes traitées au plomb. Elles antipalement relevé une diminution de la
transpiration, y compris a de faibles doses, amsune diminution de la teneur en eau
(Barcelo and Poschenrieder, 1990; Woztyal, 1995 ; Sayed, 1999). Les chercheurs
travaillant sur ce théme ont proposé plusieursiexfibns a ces effets observés. En premier
lieu, la diminution de la croissance des feuillesduit & un amoindrissement de la surface
foliaire qui est la zone principale de transpimatide la plante (Igbal and Mushtaq, 1987 ;
Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005). Au niveas &ruilles, les stomates des plantes
traitées au plomb sont de plus petites tailles @a&o-Chmielewska and Chwil, 2005).
Toutefois, les plantes semblent pouvoir s’adapteesadeux effets, en développant une plus
grande densité de stomates (Kosobrukbbwal, 2004; Weryszko-Chmielewska and Chwil,
2005).

Comme précédemment évoqué, le plomb peut minérddigearoi cellulaire, diminuant
ainsi sa plasticité, et par conséquent influenganpotentiel hydrique de la cellule. Ce
phénomene est accentué par la diminution obsenese abncentrations en molécules
maintenant la turgescence cellulaire comme lesesuarles acides aminés (Laateal, 1978;
Barcelo and Poschenrieder, 1990). Cette modifinoatia potentiel hydrique cellulaire, en
particulier au niveau des cellules de garde, pesepdoblémes de régulation d’ouverture et de
fermeture des stomates. Pour maintenir la turgescde ces cellules, la plante synthétise
massivement des osmolytes, et en particulier gediine (Saradhi and Saradhi, 1991; Mohan
and Hosetti, 1997; Qureséti al, 2007).

Le mécanisme d’ouverture/fermeture est sous ler@lent’'une phytohormone, I'acide
abscissique ou ABA (Roelfsema and Hedrich, 2008) ptésence d'ions Phentraine une
forte accumulation d’ABA dans les racines et ledipa aériennes (Pargs al, 1998; Aticiet
al., 2005), induisant la fermeture des stomates (Stefat al, 1993; Kosobrukhowet al,
2004; Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005). Cd#emeture limite fortement les

échanges gazeux avec I'atmosphere, et par condélgsegpertes hydriques par transpiration
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(Paryset al, 1998; Vassikt al, 1998). La transpiration de la plante, via degepdoliaires est
également limitée par le dép6t d'une couche decualati sur la surface des feuilles,
consécutivement a une exposition au plomb (Wery&dkmielewska and Chwil, 2005). Pour
résumer les données précédentes, le plomb limgepkytes en eau de la plante par
transpiration. Cette limitation de la transpiratiomoteur principal de la circulation de la seve
brute et par conséquent d’eau, conduit a une dimimale la teneur en eau des plantes.

2.3.4 Nutrition minérale

La diminution de la transpiration limite les fluxedu a travers la plante. La
conséquence principale est la limitation de I'apson racinaire de la solution de sol. Or,
c’est dans cette solution de sol que la planteeplés éléments minéraux essentiels a sa
croissance. La limitation de ce flux indutte factg une modification de I'absorption des
éléments minéraux.

L’analyse des données bibliographiques met en éualeles différences significatives
entre éléments minéraux dans la réponse au plonib giante (Tableau 5). S'il n'est pas
possible de tirer des conclusions définitives, aule la faible quantité d’études portant sur le
sujet, quelgues tendances se dégagent. Il appdasiement, que le plomb diminue la
concentration des ions divalents au niveau dedldsuizrt*, Mn?*, Mg?*, C&"). La méme
tendance est observée pour le fer et le soufrecdtdre, il n’est pas possible de dégager des
tendances nettes concernant les racines. Alordaquéponse des parties aériennes semble
commune, la répartition des éléments dans les ascemble conditionnée par le type de
plante ou l'intensité du stress.

Les éléments bibliographiques ne permettent pascataprendre quels sont les
mécanismes d’actions du plomb sur la répartitionémdle. En effet, il n’est pas possible de
déterminer si la diminution de concentration deaies minéraux, observée dans les feuilles,
est due a une moindre absorption racinaire, a uomdre translocation vers les parties
aériennes ou a une mobilisation et une modificatiera répartition de ces éléments dans la
plante. Tatar et collaborateurs (1998; 1999) or# em évidence qu’un traitement au plomb
diminuait fortement la quantité de fer présentesdarséve de concombre. Cependant, du fait
du manque de certaines données (comme la concentext fer dans les racines et les
feuilles), cette expérimentation ne permet d'écasecune hypothése, les trois pouvant

coexister.
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i Partie de la -
Elément Effet Références
plante
Ca Aérienne } Khan and Khan, 1983 ; Burzynski, 1987; Breckle and Kahle, 1992;
Racinaire 11 Cseh et al., 2000; Matkowski et al., 2002; Antosiewicz, 2005
Cu Aérienne l Khan and Frankland, 1983; Khan and Khan, 1983; Burzynski and
Racinaire 1 Grabowski, 1984; Paivoke, 2002; Sinha et al., 2006
Mg Aérienne ! Khan and Khan, 1983; Burzynski and Grabowski, 1984; Breckle
Racinaire 0 and Kahle, 1992; Cseh et al., 2000; Paivoke, 2002
Fe Aérienne l Khan and Frankland, 1983; Khan and Khan, 1983; Burzynski and
Racinaire 1 Grabowski, 1984; Sinha et al., 2006; Gopal and Rizvi, 2008
Zn Aérienne } Khan and Frankland, 1983; Khan and Khan, 1983; Cseh et al.,
Racinaire 11 2000; Geebelen et al., 2002; Paivoke, 2002
Mn Aérienne ! Khan and Khan, 1983; Burzynski and Grabowski, 1984; Breckle
Racinaire > and Kahle, 1992; Cseh et al., 2000; Paivoke, 2002
K Aérienne T Khan and Khan, 1983; Breckle and Kahle, 1992; Matkowski et al.,
Racinaire ! 2002; Paivoke, 2002; Rucinska and Gwozdz, 2005
N Aérienne ' Burzynski and Grabowski, 1984; Kevresan et al., 2001; Matkowski
Racinaire ! et al., 2002; Rucinska and Gwozdz, 2005; Xiong et al., 2006
P Aérienne N
Garcia et al., 2006; Sinha et al., 2006; Gopal and Rizvi, 2008
Racinaire N
S Aérienne !
Paivoke, 2002; Sinha et al., 2006; Gopal and Rizvi, 2008
Racinaire "

Tableau 5: Effets du plomb sur la concentration enéléments minéraux des parties

aériennes et racinaires.

| signifie que la concentration mesurée a diminudséoutivement a un traitement au plombgu’elle a
augmenté«~ qu'elle n'a pas été modifiée|; signifie que les données disponibles sont conttaies et ne
permettent pas de dégager une tendance génératgiseénapparaissent les éléments dont la concimtrast

modifiée significativement par I'apport de plomb.

Certains éléements minéraux (K et N) ne voient pas &dbsorption modifiée de la méme
maniere (Tableau 5). Des facteurs autres que landtran du flux d’eau semblent entrer en
ligne de compte. En effet, I'ion Kest le seul ion dont la concentration diminue dass
racines, sans que cela n’affecte formellement swertdration dans les parties aériennes.

L’interaction avec le plomb semble vraiment spécié et pourrait s’expliquer par la taille
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trés proche du rayon de ces deux ions (1,29 A pbtircontre 1,33 A pour K. Il pourrait y
avoir une forte compétition pour leur entrée danglante, via les canaux potassiques.
Le cas de l'azote est également un cas a part.irhauation générale de la quantité

d’azote inorganique constatée dans I'ensemble gkatde a plusieurs explications :

> Perturbation de son absorption comme les autreérenir ;

» Perturbation du métabolisme de l'azote en dimindadtivité de certaines

enzymes clés (cf. 2.3.2.2) ;
» Augmentation de la synthése d’acides aminés (plat de protéines (GSH)

jouant un réle dans la tolérance au métal et camtete I'azote.

2.3.5 Photosynthese

Chez les plantes, l'exposition au plomb conduit @ uforte inhibition de la
photosynthese, du rendement photosynthétique uaedimitation du taux d’assimilation de
CO.. Le rendement photosynthétique, tres sensibld,greuer de plus de 50 % (Huaagal,
1974; Bazzazet al, 1975; Poskuteet al, 1987; 1988). Cette inhibition s’explique par la
diminution des teneurs en chlorophylles et en émamdes généralement constatée
(Kosobrukhovet al, 2004; Irfan Qureshet al, 2005; Cheret al, 2007; Gopal and Rizvi,
2008). La chlorophylle b semble plus sensible queHlorophylle a (Kacabova and Natr,
1986; Stiborovaet al, 1986; Woznyet al, 1995 ; Vodniket al, 1999). Toutefois, ces effets
varient en fonction des espéces végétales.

Les mécanismes de réduction de la teneur pigmensaint, en partie, élucidés. Le
plomb induit l'activité chlorophyllase dans les illas (Drazkiewicz, 1994; Figure 29.1), mais
le mécanisme principal semble étre l'inactivatianld synthése de ces pigments. Le plomb
interagit & ce niveau de deux facons: (i) d'ungofadirecte, en se substituant aux ions
divalents liés aux métallo-enzymes. C’est notammientcas avec &-aminolevulinate
déshydratase ou ALAD qui est & la base de la syattiés chlorophylles et dont I'ion Zrest
remplacé par PH (Figure 29.2) : (ii) d’'une facon indirecte, en iishnt une carence en ces
ions divalents (Figure 29.3). Il est, par exem@Edmis que les chloroses foliaires sont
généralement le signe d’une carence en fer indésida a la synthése des chlorophylles (Foy
et al, 1978).

La diminution observée de I'activité photosynthéégest souvent bien supérieure a la
diminution observée dans les teneurs en pigmeritsi,Ae plomb pourrait agir a d’autres
niveaux (Bazza=zt al, 1975, Stiboroveet al, 1986; Poskutat al, 1987; 1988; 1996). Au
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niveau structural, comme évoqué précédemment,oelplinduit des déformations dans les
structures des chloroplastes, plus sensibles qenleochondries (Choudhury and Panda,
2004 ; Weryszko-Chmielewska and Chwil, 2005; Iskinal, 2007). Il provoque également
un changement dans la composition des lipides deelabrane chloroplastique (Stefanetv
al., 1995c), dont les propriétés physico-chimiquest,sde fait, modifiées. Par ailleurs, le
plomb, lorsqu’il pénétre dans le chloroplaste, pautier & la membrane chloroplastique. Ces
différents types d’interactions perturbent en gatier les flux d’électrons de la chaine de
transport d’électrons (Figure 29.4).

Le plomb, en induisant une fermeture des stoméitaegge considérablement les flux
gazeux entre les feuilles et le milieu extérieug(Fe 29.5). Cette limitation du flux de GO
entrant est considérée comme la cause principala figte réduction de la fixation du GO
observée (Bazzaat al, 1975; Pary®t al, 1998). Avec les mémes mécanismes d’interactions
gue vu précédemment, le plomb peut également inbdrgaines enzymes intervenant dans le
cycle de Calvin (Figure 29.6).

Du fait de la diminution de la concentration detai®s minéraux observée dans les
feuilles, le plomb perturbe fortement les photosysts. En effet, ceux-ci contiennent des
centres Fe-S, également présent dans plusieursuedéintervenant dans la photosynthése
(cytochrome b6f, ferrédoxine : Figure 29.7). Desplle complexe producteur d’oxygene
contient quatre atomes de manganese (Figure 2@.§)lastocyanine contient du cuivre
(Figure 29.9) et les chlorophylles sont constitud’es noyau tétrapyrroligue avec un atome
de magnésium en son centre (Figure 29.10). Le plpeub également interagir directement
avec ces molécules, en se substituant a leurs dwadents et ainsi perturber la chaine

photosynthétique.
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Figure 29 : Représentation schématique et simplifeéde la chaine photosynthétique (A)

et d’'un chloroplaste (B).
Les interactions possibles avec le plomb sont ingkg par des fleches rouges et des numéros. Lié ekita

donné dans le texte.

2.3.6 Respiration

Contrairement a I'activité photosynthétique, I'éftei plomb sur I'activité respiratoire a
été peu étudié (Seregin and Ivanov, 2001). L’enséerdbs études concernant les feuilles,
I'effet des ions P sur I'activité respiratoire des racines reste imuo Des feuilles de pois
traitées avec du nitrate de plomb voient leur cotreion en CQ augmenter de fagon
significative (Paryset al, 1998). Cette augmentation résulte de la dimimutie I'activité
photosynthétique et de 'augmentation de la reSpmala respiration foliaire est la résultante
de la respiration sombre (mitochondriale) et dehlatorespiration effectuée par la Rubisco au
niveau des chloroplastes. Romanowska et collahosaté2002) ont mis en évidence que
l'augmentation de la respiration, induite par lemsi PB*, était uniquement due a la

respiration sombre. La photorespiration ne sera# gffectée (Romanowslet al, 2002)
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voire inhibée (Poskutat al, 1987; Poskutaet al, 1988). L'augmentation globale de la
respiration conduit a une élévation de la concéntraen ATP pouvant correspondre a un
besoin élevé d’énergie de la plante pour luttetredies effets du métal.

La stimulation de la respiration sombre par le fdoareté observée sur des plantules de
pois (Lukaszek and Poskuta, 1998), des feuilleactiéies ou des protoplastes de pois et
d’orge (Paryset al, 1998; Romanowskat al, 2002; 2005; 2006). Il a été proposé, pour
expliquer ce phénomene, que dans les conditiongedfixation moindre du C§£) les
équivalents redox produits par la photosyntheserpimnt étre transférés aux mitochondries
et ainsi augmenter la respiration (Posketal, 1996). Plusieurs études ont montré que ce
phénomene était un phénoméne courant, méme entioondée culture normale (voir pour
revue Kromer, 1995).

A de fortes concentrations, le plomb a un forttefidibiteur sur la chaine respiratoire.
Cette inhibition peut étre la conséquence de latifim du plomb sur la membrane
mitochondriale, perturbant le transport d’élect(Bittell et al, 1974) et pouvant conduire a
un découplage de I'étape de phosphorylation, cowies le cas pour le cadmium ou le zinc
(Romanowska, 2002).

2.4 Plomb et stress oxydatif

Chez les organismes aérobies, la production d'umedg quantité d’ERO, et la
génération du stress oxydatif qui en découle, parmi les aspects les plus connus et les plus
précoces de la toxicitée des ETM. Cette générati@@R@ induite par les métaux a éte
particulierement étudiée chez 'lhomme en raisompatientiel génotoxique et cancérigene de
ces ERO (Stohs and Bagchi, 1995; Emtaal, 2001; Galaris and Evangelou, 2002; Va#to
al., 2006). Chez les plantes, I'absorption d’ETM cahdgalement a la génération d’un stress
oxydatif (Foyet al, 1978; Briat and Lebrun, 1999; Schutzendubel amteP2002; Clemens,
2006b). Si la toxicité des ERO est bien connue ¢beplantes, le lien entre la production de
ces molécules induite par les métaux, et la takigénérale de ceux-ci n'a pas été
attentivement étudié. Ceci est particulieremeni poar le plomb.

Chez les plantes, le traitement avec du plomb,iinthe augmentation de la production
d'H,0; et d'Q,” (Maleckaet al, 2001; Cheret al, 2007; Przymusski et al, 2007; Wanget
al., 2007a). La détection de ces molécules est phégeain travaillant sur cultures cellulaires.
Sur plantes entiéres, il est possible d’estimeir@atement le niveau de production d’'ERO et

du stress oxydant généré, en mesurant I'activigg elzymes antioxydantes, ou le taux de
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peroxydation lipidique, qui sont des biomarqueunssttess oxydatif (Seregin and Ivanov,
2001; Sharma and Dubey, 2005). En régle généedeeizymes du cycle Asada-Halliwell-
Foyer, les SOD et les POX sont activées, quellesgitd’intensité du stress plombique et sa
durée. L'idée d’'une flambée oxydative induite parmplomb est renforcée par I'étude de la
peroxydation lipidique qui se révele corrélée adgmentation des activités antioxydantes. Le
plomb stimule également I'expression génique daesxiigénases (Pourrut, 2003) ainsi que
leur activité (Mishra and Choudhuri, 1999; Rucinaka Gwozdz, 2005; Huargj al, 2008).

Le cas de la catalase est complexe, puisque laénids publications rapporte une
inhibition de son activité par le plomb (Verma abBdbey, 2003; Choudhury and Panda,
2004; Seregiret al, 2004; Cheret al, 2007; Deyet al, 2007; Huet al, 2007; Qureshet al,
2007; Gopal and Rizvi, 2008). L'autre moitié montree augmentation de l'activité de cette
enzyme (Maleckat al, 2001; Panget al, 2002; Ruleyet al, 2004a; Reddet al, 2005;
Mishra et al, 2006b). Cette inhibition semble étre uniguemeiethdante de I'espéce traitée
et non de I'organe étudié, de la durée ou de hisité du traitement. L’inhibition de l'activité
catalasique a été constatée lors de difféerentssstaeissi bien chez les végétaux que chez les
levures et les humains. Pour tous les organismehést cette inhibition n'est pas une regle
générale. L'origine de ce phénoméne est toujougetaent débattue. Shim et collaborateurs
(2003) ont montré que chez les végétaux, l'actidgda CAT était regulée négativement par
I'acide salicylique (AS). Cette régulation négato@comitante a celle de I'APX, est connue
pour se dérouler lors de stress biotique (Klessigl, 2000). Cette hypothése ne semble pas
étre valable dans le cas des métaux, puisquebitidm de la CAT est généralement corrélée
a une activation de I'APX. De plus, le taux d’AS semble pas étre régulé par un stress
métallique (Landberg and Greger, 2002). Par adlelorsque la CAT est inhibée, ce
mécanisme est dose-dépendant. La CAT étant undlorétayme, son inhibition pourrait

étre due a une interaction directe avec le plomb.

Concernant les antioxydants non enzymatiques (ASSH, Vit E), les difféerentes
études présentent des résultats contradictoin@stdaeur étant, soit augmentée, soit diminuée
suite a un traitement au plomb (Gumtaal, 1995; Morelli and Scarano, 2001; Choudhury
and Panda, 2004; Ruley al, 2004b; Mishreet al, 2006b; Ruciska-Sobkowiak and Pukacki,
2006; Qureshet al, 2007). Le faible nombre de données disponiblepammet pas de tirer

de conclusions a leur propos.
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Bien que la production d’ERO, induite par le plomihez les plantes, soit un
phénomeéne bien connu, les mécanismes conduisaett@ groduction n'ont jamais été
étudiés. Depuis une dizaine d’année, des chercltamsnencent a s’intéresser aux sources
d’ERO lors de stress métalliques. Plusieurs étaaesnis en évidence le role des NADPH-
oxydases (NOX) membranaires dans la réponse auiwarau nickel et au cuivre (Romero-
Puertaset al, 1999; Quartaccet al, 2001; Olmoset al, 2003; Romero-Puertag al, 2004;
Garnieret al, 2006; Haoet al, 2006; Maksymiec and Krupa, 2006). Ces enzymedbksern
jouer un roéle majeur dans la réponse aux metauxdsouCependant, d'autres sources
enzymatiques sont possibles. En effet, les pereaslédPOX) extracellulaires joueraient un
réle dans la flambée oxydative induite par le caomile cuivre, le cobalt et I'aluminium
(Simonovicovaet al, 2004a; Tama®t al, 2006), et les oxalate-oxydases (OxO) dans la
réponse au cadmium et I'aluminium (Simonovicetal, 2004b; Simonovicovat al, 2005).
Groppa et collaborateurs (2007) ont également rdomiie I'activité des amine-oxydases a
cuivre (CuAO) était modulée par le cadmium et leseu Cependant, ces auteurs n'ont pas
montré si ces enzymes participaient ou non a tald&e oxydative.

La redondance des systemes de génération d’EREndepas aisée la détermination de
la source responsable de la production d’ERO lars dtress plomb. Par analogie avec les
autres métaux, la NOX est particulierement suspedta production simultanée d’ERO par
plusieurs sources enzymatiques n’est pas non pé&xslare (Mikaet al, 2004). Une fois la
premiere flambée oxydative passée, il arrive sougerune deuxieme puisse étre générée
aprés quelgues heures d’exposition a un stresspaoies mémes systémes de production,
soit par d’autres systemes indépendants des peifka et al, 2004). Le stress oxydatif
peut se poursuivre dans le temps et dans I'espaelae libération de peroxydes lipidiques
et des productions d’ERO intracellulaire cette ,fazemme par exemple au niveau des

mitochondries (Garniegt al, 2006).
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Le plomb est un élément naturellement présent ensols. Sa teneur, variable entre 2
et 200 mg.kg, est en moyenne de 32 mgikdCependant, la concentration en plomb de la
solution du sol est en régle générale 1 000 a DOf@8 moins concentrée que celle du sol.
Certaines activités anthropiques sont responsable® contamination croissante des sols et
de I'eau par ce métal, et peuvent augmenter denfa€e importante sa concentration dans les
sols. Les écosystemes, soumis a l'influence humanen particulier les plantes du fait de
leur immobilité, sont exposés a ces concentratwwassantes. Les plantes peuvent absorber
une partie du plomb par voie foliaire, mais la glanmajorité l'est par les racines.
Parallélement a leur alimentation hydrique et naterelles puisent dans la solution de sol la
fraction de plomb phytodisponible. Cette fractist aible par rapport a la quantité totale
présente dans le sol, mais peut conduire a uneradation importante dans les racines. Cette
accumulation racinaire est la conséquence du ilfdent et protecteur de cet organe et de la
faible mobilité biologique du plomb. En effet, ufas pénétré dans la racine, le plomb est
transporté presque exclusivement par la voir agtiplze, et sa translocation vers les parties
aeriennes est limitée par la barriere que constisr@loderme. De plus, le plomb se lie
fortement aux enveloppes externes des cellulesgidement une faible proportion se trouve
sous forme soluble. Cependant, une faible quamtitéce métal peut pénétrer dans le
symplaste. Les cellules végétales possedent ditlergystemes de détoxication, comme la
synthese de molécules chélatrices (phytochélatinks) séquestration dans différents
compartiments cellulaires ou l'excrétion dans lplagte. Malgré ces mécanismes de
protection, le plomb induit une grande variété fdef délétéres se traduisant par une forte

perturbation des processus physiologiques (croigsgrmotosyntheése, nutrition minérale...).

La toxicité d’'une molécule ou d’'un ETM sur un orgeme peut étre évaluée a plusieurs
niveaux de temps (Figure 30). L'étude des effewsibles, a des temps courts, sur des
organismes exposeés a de fortes concentrationsgpefévaluer la toxicité aigué. L’étude des
effets d’expositions répétées ou continues, sutetaps plus longs (10 a 20 % de la vie d’'un
organisme), met en évidence la toxicité chronigedadmolécule. Enfin, un dernier type de
toxicité est la toxicité génétique. La mesure dést®génétiques a court terme d’un polluant

permet d’évaluer les répercussions potentielleng bu trés long terme sur un organisme.
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Echelle de temps
Court terme Moyen terme Long et Tres long terme
Toxicité i Toxicité
aigue génétique
RISQUE VISIBLE RISQUE CACHE

Figure 30 : Représentation des différents niveaux d’évaluatiordes risques pour les
écosystemegd’apres Bispat al, sous presse).

Concernant le plomb, la toxicité chronique a ététiq@dierement bien étudiée, en
particulier sur les plantes potagéeres et les cgsgplour des raisons économiques et de santé
publigue évidentes. En conséquence, la grande iéajes données obtenues concernent
'accumulation du plomb dans les différents orgaréses effets sur la croissance et le
rendement des plantes. Les différentes étudespeises ont toutefois permis de caractériser
les effets délétéres du plomb sur les différemsgssus physiologiques.

La toxicité aigué du plomb sur les végétaux a, alissi, été trés étudiée. Cependant, en
regardant avec attention les différentes étudegphrait que la trés grande majorité de celles-
ci n'ont aucune significativité¢ d’'un point de vuave@onnemental. En effet, la plupart des
auteurs utilisent des concentrations en plomb 10 @00 fois supérieures aux concentrations
les plus importantes relevées dans des sites ta#arminés (mines, industries
meétallurgiques). Si I'on exclut ces études, il eesés peu de données disponibles concernant
la toxicité du plomb. Ce manque de données estremaas flagrant concernant la toxicité
génétique de ce métal. De plus, dans ce dernieratasnanque quantitatif de données,
s’ajoutent des doutes concernant leur qualité (adesd’écart type, de test statistique).

Si dans certains cas la toxicité du plomb a bien étaluée, peu de données sont
disponibles concernant les mécanismes conduisaatt@ toxicité. La production d’especes
réactives de I'oxygéne peut étre envisagée comrmaet €un des principaux mécanismes
possibles. En effet, chez les animaux, ces EROo gidérées comme l'une des principales
causes de la toxicité des ETM (Stohs and Bagcli5;1Basprzak, 2002). Chez les plantes,
méme a de faibles concentrations, le plomb géneése=dRO. Cependant, ni leurs sources, ni

leur lien avec la toxicité observée du plomb n’'éré encore mis en évidence.
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L'objectif de ce travail de thése était double aléer la toxicité de concentrations
réalistes en plomb sur plantes entieres, et détemies meécanismes conduisant a cette
toxicité. Pour réaliser ces objectifs, nous avanegdé en trois étapes :

» détermination de la toxicité du plomb sur une agntiere Yicia fabg. Pour cela,
nous avons utilisé une dose réaliste de plomb, M) porrespondant a la
concentration en plomb de la solution d’'un sol treéstaminé. Nous avons étudié la
toxicité, a court terme, de cette concentrationpmb, au travers de plusieurs
marqueurs d’'impact et de stress: concentrationpigments photosynthétiques,
peroxydation lipidique, activités des enzymes amwiilantes, concentration en

glutathion et en phytochélatines ;

» détermination des sources produisant des ERO lars stress plomb. Pour cela,
nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologigiessenzymes générant des ERO
et nous avons étudié leurs effets :

* dans les premiéres minutes de contact avec le plsanita production de
la flambée oxydative ;
* dans les premieres heures de traitement, sur lgittoxcaractérisée

précédemment a l'aide de biomarqueurs ;

» détermination des mécanismes de la génotoxicitldmb, en s’intéressant plus
particulierement a la relation entre cette génait&iet la génération d’ERO
précédemment caractérisée. Pour cela, nous avad# des différents effets du
plomb sur I'ADN de cellules racinaires de féeves, @nésence ou non
d’antioxydants : l'effet clastogéne par le test dagronoyaux et les cassures

induites sur ’ADN par le Comet assay.
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1 Choix de I'espéce végétale

La feve Vicia fabg, de la famille des fabaceae, a été choisie emaile son utilisation
au laboratoire comme plante modele pour des étddasxicologie de différents polluants
(Loudes, 2002; Pourrut, 2003; El Hajjodt al, 2007; Marcato, 2007; Cecchi, 2008). De
plus, l'utilisation deVicia fabaprésente de nombreux intéréts : croissance rapidmasse
importante, sensibilité aux métaux et taille celitd importante qui facilite I'utilisation de la
technique des micronoyaux. A I'échelle internatlepason utilisation dans des études
d’écotoxicologie est croissante depuis plusieurmiéan. En particulier, le test des
micronoyaux a été largement utilisé, du fait deseasibilité et de sa simplicité. Ce test,
particulierement sensible aux contaminations migtadk, a été normalisé par 'AFNOR en
2004 (AFNOR NF T 90-327).

2 Condition de culture et échantillonnage

Les graines dé&/icia faba de type "aguadulce", conservées a I'obscurité lmambre
froide (4 °C), sont mises a hydrater pendant vingitre heures dans de 'eau, a température
ambiante. Elles sont ensuite écossées, rincéegaa Puis plongées dans une solution
d’hypochlorite de calcium a 1 % pendant dix minupegir éliminer toute contamination
fongique. Apres plusieurs rincages a I'eau démlis&m, les graines sont mises a germer dans
des bacs, sur papier filtre surélevé par une plagupolystyrene compacté et imbibé d’eau.
Les bacs de germination sont ensuite placés, petdéma quatre jours, dans une armoire a
germination, a I'obscurité, a 22 °C et avec un tditmumidité de 100 %.

Les plantules sont alors transférées dans un digpdse culture hydroponique en
phytotron permettant une croissance optimale dgétaéx (Figure 31). En effet, toutes les
conditions de culture sont contrélées : la lumitéogl4 heures de jour / 10 heures de nuit), la
température (24 °C le jour / 20 °C la nuit) et fihgmétrie (70 % d’humidité le jour / 75 %
d’humidité la nuit). La nutrition minérale est ag&e par une solution nutritive de Hoagland
(annexe 1). Les racines sont régulierement oxygepaeun systeme de bullage.

Aprés deux semaines, les plante§' @6 ™ étage foliaire) sont placées en bac individuel
pour subir les divers traitements. Afin d'étudi@s |effets du plomb aprés une courte

exposition, les plantes sont plongées dans uné@oluutritive contenant du plomb.
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w _ O .
Figure 31 : Conditions de cultures deVicia faba.

A la fin de I'expérience, un échantillonnage ese&fié a la fois sur les feuilles et sur
les racines immédiatement congelées dans I'azgtédk. La réponse des organes au stress
peut varier en fonction de leur age. Lors des diffees expérimentations, pour éviter de telles
variations entre les feuilles de différents étagéiaires ou entre racines, les échantillons sont
broyés grossiérement afin d’homogénéiser le toes. échantillons sont alors conservés a -80
°C. Ce pré-broyage ne modifie pas la quantité d&pres présentes dans les échantillons, ni
le profil de ces protéines observé sur gel de mojyamyle 1D, ou encore le niveau d’activité
de certaines enzymes, méme aprés deux mois dercatige (Saint-Martin and Pourrut,
2005).

3 Principes d’étude de I'impact du plomb sur la feve

Dans cette partie du « Matériels et méthodes »nkesipulations, dont le protocole n’a
pas été détaillé dans les articles, sont expliquéesdétail. Dans le cas des autres

expérimentations, nous nous attacherons a seuleamehoquer le principe.

3.1 Minéralisation des végétaux et dosages du plomb

Apres réecolte, les différents organes des végétank déshydratés par séchage a 80 °C
pendant 48 heures. Dans le cas des racines, lebgiénau rhizoderme est préalablement
éliminé par des bains dans de l'acide chlorhydrifpielement concentré. Les racines sont
plongées dans 40 mL d’'une solution d’'HCI a 0,00letvplacées sur une table a agitation

pendant trois minutes. De 'HCl a 1 M (360 pL) emtsuite ajouté pour ajuster la
concentration de la solution a 0,01 M. Le mélan@#Ctl et racines est de nouveau soumis a
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une agitation, durant cing minutes. Les racines smsuite rincées plusieurs fois a l'eau
déminéralisée avant d’étre déshydratées.

Apres déshydratation, les échantillons sont réderitgpoudre tres fine au moyen d’un
broyeur a bille. Les échantillons subissent ensuiie minéralisation acide par voie humide,
qui consiste a permettre la solubilisation des él@smétalliques aprés la digestion compléte,
a chaud, de la matiére organique par un mélangiédd'aitrique et de peroxyde d’hydrogene
concentré. Pour cela, 0,125 g de matériel végétsiebet bien sec sont mélangés avec 5 mL
d’acide nitrique a 65 % puis placés dans un mirgaigur DigiPREP (SCP Sciences).

Cet appareil de digestion est équipé d’'une soedempérature, placée dans un tube de
référence, permettant de travailler a une temperatdaptée au point d’ébullition du mélange
de digestion. Les échantillons subissent une mamé&empérature de trente minutes jusqu’a
80 °C ou le mélange reste pendant une heure. Wre de refroidissement permet ensuite un
retour a température ambiante, et 5 mL de peroxidgdrogéne (30 volumes) sont alors
ajoutés. Les mélanges sont a nouveau chauffés peb8@ minutes a 80 °C aprés une montée
en température de trente minutes. Apres refroidiesé complet, les échantillons sont filtrés,
puis dilués de facon a ce que la teneur en acidargérieure a 10 %, pour pouvoir étre
analysés par ICP-OES. La qualité des résultatgadistee grace a l'utilisation d’'un matériau
de référence (feuilles de tabac Virginia, CTA-VTLIZHTJ contenant une concentration en
plomb de 22,1+1,2 pgigd’échantillon).

3.2 Evaluation de la peroxydation lipidique

Le niveau de peroxydation lipidique a été évaluedmux techniques, I'une mesurant
les hydroperoxydes par le test FOX2, l'autre le MByec le test TBARS (Thiobarbituric
reactive species). Le test TBARS est le test les glauramment utilisé pour déterminer
indirectement la peroxydation des lipides, en mamsute MDA (Hodgeset al, 1999). Le
MDA est extrait dans une solution hydro-alcooligad, °C et a I'obscurité. Le MDA est alors
mis a incuber a 95 °C avec l'acide thiobarbituriqae présence d’hydroxytoluéne butylé
(HTB) pour éviter toute oxydation du mélange. Lactéon entraine la formation d'un
complexe de couleur rouge entre deux moléculesdathiobarbiturique (Figure 32). Les
teneurs, évaluées spectrophotométriquement etléatcd’apres les équations de Hodges et
collaborateurs (1999), ont finalement été exprimr@esanomoles de TBARS par grammes de

poids frais.
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Figure 32 : Réaction entre le MDA et I'acide thiobabiturique.

Bien qu’il soit le plus couramment employé, ce tpsésente deux inconvénients
majeurs. Le premier est qu’il ne réagit pas spge#gment avec le MDA, et de nombreuses
molécules peuvent interagir avec I'acide thiobaniijue. Le second est qu'il n’est pas du tout
adapté aux racines de végétaux, car le MDA estdoessentiellement a partir de lipides
comportant au moins trois doubles liaisons (Hallivaed Gutteridge, 1999). Or, les tissus
racinaires contiennent tres peu d’acides gras auvemoins trois doubles liaisons. Dans les
feuilles, ce test tend également a sous-estimeetaxydation lipidique, puisque les tissus
foliaires contiennent une grande proportion d’AGBI10, 16:1 et 18:2.

Parallélement a ce test, nous avons donc meste@dar en hydroperoxydes lipidiques
(LOOH) en utilisant le réactif FOX2 (Griffithet al, 2000). La méthode au xylénol orange
(XO; 3,32 -Bis[N,N-bis(carboxymethyl)aminomethyljeresolsulfonephthalein tetrasodium)
repose sur l'oxydation en milieu acide des ionsreie en ions ferriques par les
hydroperoxydes de I'échantillon :

LOOH + XO-Fé" (orange)— LO" + OH XO-F€&* (bleu)

Le complexe coloré, formé entre les ions ferrigaede xylénol orange, possede un
maximum d’absorption a 560-580 nm et sa teneucutéd d’apres le coefficient d’extinction
molaire ¢ = 6x10" M*.cm?) défini par Gay et collaborateurs (1999), est emge en mmol

de LOOH par gramme de poids frais.

3.3 Extraction et dosage des pigments foliaires

Les chlorophylles a, b et les caroténoides, estiitobscurité et a 4 °C a l'aide d'un
meélange hydro-acétonique, ont été dosés par splct@métrie. Les teneurs calculées
d’aprés les équations de Lichtenthaler (1987) malément été exprimées ag de pigment

par cnf de feuille extraite.
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3.4 Extraction, dosage des protéines et activités eatigues

Les feuilles et racines de féves sont broyées dlamste liquide. Ce broyat est
resuspendu dans un tampon phosphate d’extractioterant un mélange d’anti-protéases.
Apres centrifugation, et afin d’éliminer les débeillulaires, le culot est resuspendu dans ce
méme tampon. La concentration en protéines toedesléterminée par spectrophotométrie
d’aprés la méthode de Bradford (1976).

Les activités enzymatiques sont évaluées par sgwitomeétrie, en suivant I'évolution
de I'absorbance de milieu réactionnel due a I'oxihade leur co-substrat (ascorbate pour
'APX, gaiacol pour la gaiacol peroxydase GPOX, NADpour la GR) ou la réduction du
substrat (HO, pour la CAT). L'évaluation de l'activité¢ SOD esiffdrente. Le milieu
réactionnel contient une molécule photosensibiisat (la riboflavine) et une molécule
capable d’étre réduite par,O(le nitrobleu de tétrazolium). L’éclairage intende milieu
réactionnel induit 'oxydation de la riboflavine iqgede un électron au dioxygene pour former
un anion superoxyde interagissant avec le NBT,lanep pour former du bleu de formasan
(bleu). L'activité de la SOD limite la formation de bleu de formasan et est évaluée en
pourcentage d’inhibition par rapport a un contdé@ourvu de SOD.

Riboflavine + v + O, — riboflavine. + Q~

O, + NBT — bleu de formasan +0

Les activités sont calculées en pmol de subskydéou réduit.mifl.mg* de protéine.
L’activité SOD est donnée en unité.thde protéine, une unité correspondant & la capacité

d’inhiber 50 % du formasan formé dans le tube témoi

3.5 Evaluation des phytochélatines et du glutathion

3.5.1 Extraction des thiols et dérivation

Le dosage des PC et du GSH est effectué selon tlhode de Tang et collaborateurs
(2000) modifiee par Courbot et collaborateurs (30Q&s expérimentations ont été réalisées
au laboratoire LIEBE de I'Université de Metz.

Les échantillons prélevés sont pesés précisem@atnly de matériel), puis placés dans
des tubes Eppendorf plongés dans l'azote liquides Billes de 1 mm de diamétre sont

rajoutées au tube, et I'échantillon est pré-bragdement avec un piston. 1,2 mL de solution
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d’extraction (5 mM DTPA, 5 % acide sulfosalicyliqUgSA) sont ensuite ajoutés, et les tubes
sont passés au broyeur a bille (Retsch MM301) fagsdurant dix secondes (a 5 000 tpm).
Le tampon d’extraction permet d'extraire les thitdgit en limitant leur oxydation et en
déprotéinant I'extrait par précipitation due au S34& broyat est ensuite récupéré dans
d’autres tubes Eppendorf, et centrifugé a 15 0Qf@egdant dix minutes a 2 °C. Seul le
surnageant contenant les thiols est récupéré peurddsage. A cette étape de
'expérimentation, les surnageants peuvent étreyel@s et conservés plusieurs semaines a
-80 °C, si I'on souhaite différer le dosage.

Les échantillons sont prélevés (100 uL) et placassdun tube Ependorff contenant
20 uL de NaOH (2 M) et 27@L de tampon borate (0,5 M, pH 8,5). Une vérificatau pH
(devant étre de 9) permet deffectuer une premiémsfication du bon déroulement de
'expérimentation. Si le pH differe de 9, il estgsthble de I'ajuster, mais il faudra alors tenir
compte de ce nouveau facteur de dilution. L'ajoat 50 puL d’'une solution TBP (tri-n-
butylphosphine), a 5 % dans une solution de DMMN¢Nymethilphormamide), permet de
rendre le milieu réducteur et de réduire les pagsifures. Les tubes sont ensuite fermés
sous un courant d’azote pour éviter la réoxydadiommilieu et le tout est mélangé au vortex.
Les échantillons ainsi préparés sont placés aurbane a 50 °C pendant cing minutes. Cette
étape constitue la phase de réduction. Pour laeptasdérivation, il faut ajouter 3L
d’ABD-F (7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-4-sulfonamid11,5 mM) et replacer les tubes au
bain-marie a 50 °C pendant vingt minutes. La réaatist bloquée en refroidissant rapidement
I'échantillon dans de la glace et en y ajoutantuZOd’HCI (1 M). Aprés un mélange au

vortex, le pH € 1) est vérifié pour s’assurer du bon déroulemenadiérivation.

F SR

> ——N pH>9 =4 =N

RS—H + TN 0 +HF
5 _N/ S _N/
SO,NH, SO,NH,
7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole dérivé thiol fluorescent
-4-sulfonamide (ABD-F) hex =385 nm/ hen=515nm

Figure 33 : Dérivation des groupements thiols par’ABD-F (d’apres Courbot et al.,
2004).
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3.5.2 Analyse HPLC des groupements thiols dérivés

Les échantillons dérivés sont placés dans des magmur injecteur automatique
(Gilson) pour I'analyse en chromatographie en pHagede a haute performance (HPLC).
L'appareil HPLC couplée & un détecteur spectrofinmtrique détecte les dérivés thiols
fluorescents. lls ne doivent pas étre injectés dandélai excédant douze heures a 4 °C. Pour
le dosage, un volume de 20 de chaque échantillon est injecté dans le systEiReC,
préalablement réglé et équilibré :

- Température du plateau < 4 °C

- Température de colonne =40 °C

- Débit phase mobile = 0,4 mL.min

- hexcitation= 385 NM Agmission= 515 nm
- Gain = 100 (largeur de fente : 40 nm)
- Gradient utilisé (Figure 34)

La chromatographie liquide haute performance erslaversée a été réalisée sur une
colonne C18 Nucleosil 100 (250 mm x 3 mm D.l.) auae phase mobile A composée d'un
meélange acide trifluoroacétique (TFA) / eau (1:1000) et une phase mobile B composée
d’'un mélange acétonitrile / TFA / eau (500:1:500/w). Le profil de gradient de phases est le

suivant :

,_.
B
(=

De0a5min:20%B
De5a20min:20a40%B
De 20 a 50 min : 40 4 100 % B
De 50 a 55 min : 100 % B
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Figure 34: Profil du gradient de phases.

Cette méthode HPLC met en jeu le partage a poldetphase inversée avec gradient
d’élution eau-TFA/eau-TFA-acétonitrile couplée aeutétection spectrofluorimétrique. La
limite de quantification de la méthode est de @hiole et la variabilité est de 1 a 2 %. Les
thiols sont quantifiés grace a des courbes deredilim réalisées a partir de solutions des GSH

et de PG pré-dosées du laboratoire LIEBE.
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3.6 Evaluation de la production d’ERO par chimiolumicesce

Pour déterminer la production d’'ERO, plusieurseyp’agents chimiques peuvent étre
utilisés notamment la lucigénine, le luminol etsdiuminol. Le luminol (5-amino-2,3-
dihydro-1,4-phtalazinedione) a été utilisé pouredtdr les métabolites actifs de I'oxygene par
chimioluminescence. Il pénetre la membrane plasengjupermet de mesurer la production

d’espéeces réactives de I'oxygene a I'extérieurl8ht@rieur des cellules. En présence d’anion
superoxyde (@) ou de radical hydroxyle@H), il produit du 3-aminophtalate, du diazote et

émet une lumiere dont la longueur d’'onde d’émissersitue a 425 nm. Le luminol peut
également potentiellement réagir avec . mais dans nos conditions expérimentales,

I'ajout de différentes concentrations de cet ERi@chit aucune réaction lumineuse.

MH NH, O
we  + O o
,lw ou - o=+ N+ hv (425 nm)
o +'OH o
luminol 3-aminophtalate

Figure 35 : Mécanisme de production de lumiere pamteraction entre le luminol et les
ERO.

L’émission de photons provenant de la réaction lienituminescence est quantifiée
grace a un luminométre tres sensible, doté d'ure tpbotomultiplicateur permettant

d’amplifier les tres faibles émissions lumineuses.

3.7 Détection histochimique des ERO

Les échantillons de feuilles et de racines sonbdigés en lamelles (200 um) a l'aide
d’'un microtome. Ces lamelles sont trés rapidemépbdées sur une lame de microscope et
colorées, a froid et a I'obscurité, pendant cinaqutes, soit avec une solution de NBT (0,5
mM) pour détecter les anions superoxydes (FrahdySatopfer, 2001), soit avec une solution
d’iodure de potassium (0,5 M) et d’'amidon (4 % npeur détecter le peroxyde d’hydrogene
(Saint-Martin and Pourrut, 2005). Dans les deux tagéaction entre 'ERO et le réactif
entraine la formation d’'un composé bleu facilentg&tectable au microscope :

O;"+ NBT — bleu de formasan +0
H,O, + 2T+ 2 H— |, (bleu) + 2 HO
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Les lames sont ensuite rincées a I'eau UHQ etrgwside liquide est absorbé avec du
papier absorbant. Les lames sont analysées imragukat au microscope, car la coloration
évolue apres une dizaine de minutes. En raisontrégssque peut créer la découpe, des
lamelles provenant d'organes de plantes témoind sgatématiquement analysées en
parallele. L’analyse des lames est seulement qtiabt et ne permet pas une quantification
des ERO détectés.

Une autre technique de détection histochimiquettigl, existe. Il utilise le tétraméthyl
benzidine et est plus sensible que la techniqueiklgdon (Barcelo, 1998). Cependant, elle
repose sur I'oxydation de ce substrat par des pdeses présentes dans I'échantillon. Les
expérimentations sont réalisés sur des plantegdrmiau plomb et au DPI, un inhibiteur
pharmacologique des NOX mais qui peut égalemeivénitertaines peroxydases. Pour cette

raison, nous avons choisi d’utiliser la colorataanK|+amidon.

3.8 Test des micronoyaux

3.8.1 Principe

Lors de la mitose, des fragments de chromosometesichromosomes entiers n‘ayant
pas subi la ségrégation ne rejoignent pas le npyagipal pendant la télophase, et peuvent
étre observés au microscope sous forme de petitaurosphériques séparés du noyau
principal, appelés micronoyaux. Les fragments d'A@dhnant naissance aux micronoyaux
peuvent avoir pour origine, soit des Iésions d®NA(effets clastogénes ou aneugenes de
composeés génotoxiques), soit I'action de poisoristigues.

Le test est effectué selon la norme AFNOR NF T9D-32 ce fait, les conditions de
culture et 'adge des plantes utilisées differemfel@ment par rapport aux expérimentations
précédentes. Apres avoir été écossees et désadgetaé graines de feves sont mises a germer
dans du coton. L’'apex de la racine primaire esiGg®teé pour stimuler le développement des
racines secondaires. Apres trois jours, les plastsont transférées dans une solution de
Hoagland pour une durée de quatre jours avantdetdies expérimentations.

Les racines de plants de feves sont exposées pestaheures, soit a différentes
concentrations en plomb, soit a 40 uM d’hydraziddémue (témoin positif). Cette phase de
traitement est suivie par une phase de récupérakoningt-quatre heures. Un groupe de

plantes est laissé dans la solution d’Hoagland dp@mégatif). Pour déterminer I'implication
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des ERO sur la clastogénicité du plomb, une pae® plantes a été prétraitée pendant une
heure dans une solution de Hoagland contenantidedbphérol (10 puM).

A la fin des traitements, les apex racinaires $awvés, coupés puis immergés pendant
une nuit dans une solution de Carnoy |, égalempptlée solution de Farmer (mélange
d’acide acétique glacial et d’éthanol en proportioB) qui permet de fixer les cellules en
métaphase. Apres une hydrolyse acide des racieesgellules sont étalées sur une lame en
verre et leur ADN est coloré avec une solution céare.

3.8.2 Analyse des résultats

Les observations sont réalisées au moyen d’'un stope Olympus BX41 avec un
grossissement x 40 équipé d’'une caméra Q imagint38ARETIGA Exi permettant un
comptage différé. L'analyse des lames (Figure 38jnet de dénombrer le nombre total de
cellules, le nombre de cellules en division (mijastede cellules comportant un micronoyau.
Ce comptage permet de calculer : (a) un index miet(IM, exprimé en %) ou pourcentage
de cellules en mitoses ; (b) la fréquence de mayaunx (MN, exprimée en %o.). Pour étre pris
en compte, les micronoyaux ne doivent ni excédedéx tiers de la taille du noyau, ni étre
en contact avec ceux-ci. Le nombre de cellulesyagak est d’environ 2 500 cellules par

plante (500 cellules par lame). Le niveau de sigativité des résultats est analysé par le test
de Tukey.

Micronoyaux

Figure 36 : Cellules racinaires deVicia faba aprés préparation selon le protocole
normalisé.
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Le test est soumis a deux criteres de validité:

» L’indice mitotique doit étre supérieur & 2 % potireédans une zone de division
cellulaire (Maet al, 1995).

» Le témoin positif doit donner un nombre de micraaay significativement

supérieur au témoin négatif.

3.9 Comet assay

3.9.1 Principe

La fragmentation de I’ADN, naturelle ou induite mhas polluants, peut étre étudiée par
électrophorése de noyaux sur des micro-gels d'agarappelée Comet assay. Sur cellules
végétales, ce test differe sensiblement de son logwe sur cellules animales au niveau de
I'extraction et de l'isolement des noyaux. En effdtez les cellules végétales, du fait de leur
paroi, il n'est pas possible d’extraire les celulguis d’isoler les noyaux par des voies
enzymatiques ou chimiques, sous peine de dégradeN| La technique la plus simple et la
plus efficace consiste a isoler mécaniquement 8&ux, en coupant I'organe étudié tres
finement dans un tampon (Gichnetr al, 2004). Le tampon, dans lequel se retrouvent les
noyaux isolés, est filtré sur un filtre en nylon 2@ um pour enlever les débris les plus
importants et les cellules entieres. Le filtrat @ssuite mélangé a de l'agarose avant d’étre
déposé en fine couche sur une lame de microsc@eeridement de ce type d’extraction est
évidemment trés limité, puisqu’il n'est possibleolofenir qu'une centaine de noyaux par
lame, contre plusieurs milliers dans le cas desileslanimales. Il faut prendre une extréme
précaution durant la manipulation, en travaillanissla lumiere d’'une lampe inactinique.

Les noyaux fixés dans I'agarose passent ensuitarmagétape de dénaturation dans une
solution de soude tres concentrée qui permet dendénser 'ADN, avant de subir une
électrophorése a une tension définie (Figure 3&3$. fragments d’ADN vont migrer a partir
des noyaux, formant une queue en direction de danadonnant ainsi aux noyaux

endommagés I'apparence d’'une cométe.
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Dénaturation Electrophorese

Figure 37 : Représentation schématique d’un noyawsissant les étapes de dénaturation
et d’électrophorese du Comet assay. A droite : exgite de plusieurs niveaux de dégats

observés (d’aprés Gichner, Données non publiées).

Ce test Comet, qui permet de mesurer les dommagde@ DN, peut également étre
effectué en conditions non-alcalines (neutres).e@dant, I'utilisation de conditions alcalines
permet d’observer plus de dégats sur 'ADN : rugsud’ ADN simples et doubles brins ainsi
gue les lésions alkali-labiles.

3.9.2 Précisions techniques

Pour pouvoir comparer les résultats obtenus avag sus du test MN, les plantes
utilisées pour les tests Comet sont cultivées adedme maniere. Le Comet assay étant un test
tres sensible, son paramétrage est une étapeueripgrmettant de l'adapter a la plante
étudiée. Les différents parameétres de cette expétation ont été optimisés en utilisant du
peroxyde d’hydrogéne comme témoin positif. L’hyddazmaléique n’a pas été employé, car
malgré son pouvoir génotoxique, et pour une raignoore inconnue, il n’induit pas de
cassure sur les brins d’ADN (Gichner, 2003). Catige au point a permis, en particulier, de
fixer les temps de dénaturation et d’électrophogegainze minutes. La courbe de calibration

est présentée en Annexe 2.
Nous avons utilisé deux types de Comet assay. emipr est le Comet assay classique,

dit cellulaire, durant lequel les noyaux sont axdra partir de plantes témoins et traitées. La

deuxiéme technique, dite acellulaire, consiste age les noyaux seulement a partir de
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plantes témoins. Les traitements sont effectugssterioridirectement sur les lames, une fois
les noyaux fixés dans l'agarose. Cette variantemperd’observer l'effet direct d’'une
substance sur la molécule d’ADN. La substance é&udst mise en solution dans une solution
d’incubation (généralement du Tris 400 mM). Cep@anddans le cas des métaux, se pose un
probleme de précipitation. Nous avons donc di pénamncette technique pour trouver une
solution possédant les deux caractéristiques st@gan

- @viter la précipitation du plomb

- ne pas endommager les noyaux témoins

Ces pré-expérimentations ont permis de choisiraohgtion contenant 1 M de NaCl et
10 mM de Tris-HCI (pH 7,5). Le niveau basal desd#érs négatifs acellulaires est un peu
plus élevé que celui des témoins négatifs cellegaite plomb a donc été solubilisé dans cette
solution d’incubation. Le peroxyde d’hydrogéne alément été utilisé comme témoin positif
et a été dilué dans cette solution d’incubation. doaurbe dose-réponse de J®B, est

€galement présentée en Annexe 2.

Les résultats du Comet assay pouvant varier d’'agenf non négligeable entre deux
expérimentations, des noyaux de plantes témoins s@iématiquement et simultanément
extraits avec ceux des plantes traitées. lls stikeméme protocole et sont mis a migrer en
parallele, dans la méme cuve d’électrophorése. réssltats obtenus a partir des plantes
traitées sont toujours pondérés par rapport a deaxplantes contrdles obtenus au cours de la

méme expérimentation.

3.9.3 Analyse des résultats

Les observations des noyaux s’effectuent au moyem whicroscope Olympus BX41
avec un grossissement x 20 équipé d’'une caméradgimg FA1394-RETIGA Exi. Pour
chaque échantillon, trois lames sont réalisée®@tnbyaux par lame sont analysés grace au
logiciel Komet 5.1. Il existe plusieurs parametpesivant étre mesurés et comparés, comme
par exemple la longueur de la queue de la comefgurcentage d’ADN dans la queue ou le
Tail Moment (pourcentage d’ADN dans la queue Adaile la queue) ou encore I'Olive Tall
Moment (distance entre le centre de gravité du matale centre de gravité de la queue X
pourcentage d’ADN dans la queue). Les Tail Momeamtrgnt souvent les meilleurs résultats

doses réponses, mais ils ne permettent pas de oemmpa résultats entre les différents
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laboratoires (Andrew Collins, communication persdta). Seul le pourcentage d’ADN dans
la queue permet de pouvoir comparer les diverdtedsiexpérimentaux. C’est pourquoi nous

utiliserons ce paramétre de mesure.
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Synthése de phytochélatines et défenses antioxydesiche2/icia fabaen

réponse a une exposition de courte durée au plomb

-Avant-propos

La littérature concernant la réponse précoce eggs a des concentrations réalistes de
plomb est quasi inexistence. L'objectif de cettenpiere étude était donc de caractériser
limpact de concentrations de plomb réalistes s thcines et des feuilles de feves. Pour
cela, nous avons choisi d’étudier plusieurs biomengs de stress régulierement utilisés dans

la littérature pour caractériser |'état physiolagegdes plantes :

> activités des enzymes antioxydantes qui reflétediréctement la production d’'ERO

dans I'organisme ;
»taux de peroxydation lipidique qui révéle le nivesustress oxydatif ;
»concentration en GSH qui est marqueur du statutxredllulaire ;

»teneurs en pigments photosynthétiques (chlorophylet b, caroténoides) qui sont tres
sensibles a différents types de stress.

Pour pouvoir éventuellement corréler les divergtsfbbservés aux concentrations en
plomb contenues dans les différents organes, neossamesuré I'absorption racinaire de
plomb et sa translocation vers les parties aérgenBefin, nous avons également évalué la
réponse spécifiqgue de la plante au plomb, en ddsantoncentrations en phytochélatines
dans les racines et parties aériennes. En effeleleors des voies de réponses communes a de
nombreux stress que les métaux activent, la syatdesPC est la seule réponse vraiment

spécifique des plantes a un stress métallique.

D’un point de vue pratique, la premiére étape fitsélectionner un mode de culture.
Nous avons choisi de cultiver et d’exposer les $eaa plomb en conditions de cultures
contrélées (cultures hydroponiques en phytotrord. dhoix de conditions de cultures
contrblées s’est imposé de fait, puisque I'objedtié étapes suivantes de ces travaux de these

était d’essayer de déterminer les mécanismes diectiu plomb. Ce choix nous a affranchi
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des différents biais que peuvent introduire lesuces en plein champ (variations climatiques,

caractéristiques du sol, interactions biotiquedsence d’autres contaminants).

La seconde étape de notre travail fut ensuite @désicHes concentrations de plomb a
utiliser. L'analyse de la bibliographie (Jopony aridung, 1994) et les résultats acquis au
laboratoire (Cecchi, 2008) nous ont permis de ¢hoiee gamme de concentrations, allant de
1 a 20 uM, représentatives de la concentrationotigiens de sols échantillonnées sur des
sites fortement contaminés par des activités apitpes. Cependant, les études préliminaires
de mises au point et de calibrations des difféertgérimentations ont révelé la lourdeur
d'une telle étude, en particulier l'analyse desivéés antioxydantes. Cette étude ne
représentant que I'étape initiale du travail des¢héous avons décidé de n’étudier les effets
gue d’une seule concentration en plomb sur uneigirg d’exposition courte (1, 4, 8, 12 et
24 heures d’exposition). Des travaux antérieurs @neau laboratoire ont démontré qu’une
concentration de 10 uM de plomb ne générait pasetlehytotoxique visible, mis a part une
légere nécrose apicale, induisait I'expression génide lipoxygénases (Pourrut, 2003),
conduisait a la formation d’ERO (Perchet, 2003)set révélait génotoxique, mais non
cytotoxique (Loudes, 2002). Nous avons donc chdistiliser cette concentration qui
présentait également l'avantage de se situer aieundle la gamme que nous avions

prédéfinie.

-Publication-

Pourrut B., E. Béraud, S. Prouet, S. Cotelle, CmBu and E. Pinelli. Soumise |a
Chemosphere. Phytochelatin synthesis and antioxedatefense in Vicia faba following
short-term exposure to lead.
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Abstract

Early effects of an environmentally realistic comication of lead (10 uM) iVicia faba
were assessed by measuring antioxidant enzymestiasti(SOD, CAT, GPOX, APX and
GR), phytochelatins (PC) synthesis and GSH contgmtl peroxidation and photosynthetic
pigments levels. In roots, results show that Plueed two transient oxidative bursts which
lead to lipid peroxidation. GSH content was nonhgigantly modulated whereas PC synthesis
was quickly and strongly induced. This synthesis waongly correlated {r 0,898) to Pb
accumulation. Our data also revealed the importahcgutathione reductase which appeared
to be the key enzyme to cope with Pb toxicity, gimtaining GSH pool constant.

Our data demonstrate that Pb translocation from tmshoot was very low. However, £b
induced an oxidative burst after 8 h of treatmdiftis oxidative burst coincided with the
stimulation of lipid peroxidation and the decreadephotosynthetic pigments. By contrast
with roots, it appeared to be more intense andnaosient. These results highlight the high
sensibility of leaves to low concentration of lead.

Our results also show that PC accumulation in lgavas strongly and quickly induced in
absence of the metal. However, mechanism of thisiraalation and its purpose remain

unclear.

Key words: antioxidative enzyme, glutathione, glutathionduetase, lipid peroxidation, Pb,

reactive oxygen species.

Abbreviations: APX, ascorbate peroxidase; BHT, butylated hydtokyene; CAT, catalase;
GPOX, guaiacol peroxidase; GR, glutathione redect&SH, reduced glutathione; GSSG,
oxidised glutathione; LHPO, lipid hydroperoxidesPi, malondialdehyde; NBT, Nitro Blue
Tetrazolium; PC, phytochelatins; PCS, phytocheladynthase; ROS, Reactive oxygen
species; SOD, superoxide dismutase; TBARS, Thiohait acid reactive substancesf,

Vicia faba
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1 Introduction

Lead (Pb) is one of the major widespread toxic meftaund in the environment with
potential danger to human health and to ecosystBraats can uptake Pb from soil solution
by roots but, the largest proportion of’Pts accumulated in roots in an insoluble form (Erns
1998; Wierzbickaet al, 2007). Marmiroliet al (2005) suggest that plants possess two
common mechanisms to confine Pb where it can de esm to the plant: (i) cell wall
sequestration (Wierzbicka, 1998) or isolation @ddrom the cytoplasm with a membrane
(Wierzbickaet al, 2007; Mateckaet al, 2008); (ii) synthesis of phytochelatins (PC) ioiihle
by the presence of lead (Meletal, 1995; Piechalakt al, 2002) and which may play a role
in lead sequestration into plant vacuoles (Pieéhalal., 2003).

Despite these detoxification systems, lead canecausroad range of physiological and
biochemical dysfunctions on the plant growth, wasestus, mineral nutrition or nitrate
assimilation (Seregin and Ivanov, 2001; Sharma @uadey, 2005). Although Pb transport
from plant roots to shoots is usually very low (Hgand Cunningham, 1996), photosynthesis
is especially affected by lead exposure (Huengl, 1974; Bazzaet al, 1975). In particular,
PK** ions decrease chlorophylls and carotenoids castatiotosynthetic rate and €O
assimilation.

Mechanisms of lead toxicity remain partially uncle&vidence over the last three
decades, using in vivo and in vitro models, hasijgdi to the involvement of reactive oxygen
species (ROS) generation resulting in an unbalaocekualar redox status (Sharma and Dubey,
2005; Maksymiec, 2007; Pourrat al, 2008). This modification of redox status coulddeo
the alteration of proteins and nucleic acids or fleeoxidation of biomembranes. Lipid
peroxides and malondialdehyde (MDA), one of the odswosition products of
polyunsaturated fatty acids of membrane, are reghmk reliable indicators of oxidative
stress (Griffithset al, 2000; Demiral and Turkan, 2005). However, plamstain a complex
antioxidant system to eliminate ROS (Apel and Hx@04; Mittler et al, 2004), including
antioxidant such as reduced glutathione (GSH), raste ora-tocopherol (Vitamin E), or
antioxidant enzymes such as superoxide dismuta®®,(EC 1.15.1.1), catalase (CAT,
EC 1.11.1.6), peroxidases and the enzymes involmethe ascorbate—glutathione cycle:
ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.1) and glista¢treductase (GR, EC 1.6.4.2).

Despite the large number of publications availatitelead toxicity on plants, few are
known about the effect of “low” concentrations df’P Indeed, the largest proportion of

studies dealing with this topic, used around mitlian concentrations of lead, often in nutrient

125



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

solution. These amounts of lead are largely highan those which can be found in soil
solution, even in polluted sites. Jopony and Yo(t®@P4) showed that Pb concentration, in
soil solution of 100 Pb-polluted soils, range betweround 17 nM and 17 uM. Moreover,
little is known about the early physiological respe of lead-treated plants. Maleakaal.
(2001) showed that millimolar concentration of Rad induced an oxidative burst in pea
roots only after 2 h of treatment. In a previousrkyowe demonstrated that a low
concentration of Pb(N£), (10 uM) also quickly generated an oxidative bimsYicia faba
(Vf) roots (Pourruget al, 2008).

The present study aims to investigate the effedtdhs environmentally realistic
concentration of lead (10 uM) &f seedlings, following a short-term exposure by meagu
() lead uptake and translocation; (ii) effectsRif and lead-induced oxidative stress on lipid
peroxidation level, photosynthetic pigments corgesndd antioxidant enzymes (SOD, CAT,
GR, APX and GPOX); (iif) modulation of GSH pool amdluction of PC synthesis

2 Materials and methods

2.1 Plant material and treatments

Vicia fabawere germinated on filter paper moistened witlodisied water at 25 °C in
darkness. After 7 d, the plants were grown in aer&toagland solution. To keep the nutrient
composition and pH constant, solutions were renedaaty. After a growth period of two
weeks, the plants were exposed to low concentmtbtead (10 uM) for 1, 4, 8, 12 and 24 h.
The culture systems were located in a growth chamiith day/night air temperatures of
24/22 °C and relative humidity of 70/75%. Plantgaevkt 16 h per day by a 600 W Osram
Nav-T Super High Pressure Sodium Lamp providingramum photosynthetical photon flux
density of 500 pmol.fis™ at the top of the plant.
After the treatments, the plants were harveste@. robts and leaves were rapidly washed in
distilled water, flash frozen in liquid nitrogendastored at -80 °C until required for further
analysis.

2.2 Evaluation of lead content

Lead content in roots and leaves was evaluate@€ByQES, after a mineralization step
with concentrated HN@and HO,, as previously described (Pouraital, 2008).
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2.3 Evaluation of lipid peroxidation

To attempt to determinate the lead-induced oxigatlamages on membrane, lipid
derivates were evaluated by two methods. Thiobhanbitacid reactive substances (TBARS)
were determined according to Hodgssal. (1999) and lipid hydroperoxides (LHPO) were
analyzed using FOX2 assay, according to Griffehal (2000).

2.4 Pigment extraction and analysis

For each leaf sample, the determination of pigneentent was achieved from analysis
of 4 foliar discs of 1.131 cfreach. Each disc was ground with liquid nitrogegnfents were
extracted by incubating leaves in 5 mL acetone 884 for 24 h at 4 °C in darkness. The
absorbance of leaf pigment extracts was measuredd78t 646.8 and 663.2 nm.
Concentrations of chlorophyll a, b, total chlorojy(a+b) and total carotenoids were
calculated according to extinction coefficients aagiations reported by Lichtenthaler (1987).
Finally, data were averaged and the mean concimrabtained was expressed as pg@h
leaf.

2.5 Enzyme assay

Frozen roots or leaves (300 mg) were homogenis@dmh of ice cold phosphate buffer
(100 mM pH 7) containing 10 mM EDTA, 1% (w/v) polgylpyrrolidone, 10 mM 3-
mercaptoethanol, 5 mM ascorbic acid and antipregegshymostatin 10 mM and Sigma
protease inhibitor cocktail). The suspension wadrifaged for 15 min at 12,000 g (4 °C).
The supernatant was then assessed for antioxidagpte activity. Each enzyme activity was
measured against a protein extract-free blank.prbtein content was determined according
to Bradford (1976), using bovine serum albumin (BSAgma) as standard.

CAT activity was measured spectrophotometricallyfbjowing the consumption of
H,0, at 240 nm (Aebi, 1984) and was expressed as pnublésO, degraded.mihmg*
protein. APX activity was evaluated by the decreafsgbsorbance at 290 nm due to ascorbate
oxidation (Nakano and Asada, 1981) and was expless® pmoles of ascorbate
oxidized.min*.mg* protein. GR was assayed as the decrease in abseraa340 nm caused
by the oxidation of NADPH (Dringen and Gutterer02p and its activity was expressed as
numoles of NAPDH oxidised.mihmg* protein. The total activity of SOD was determirsd
measuring its ability to inhibit the photochemicatluction of nitro blue tetrazolium (NBT)
according to the method of Giannopolitis and Ri#87{). One unit of SOD activity was

defined as the amount of enzyme required to caséoSinhibition of NBT reduction.
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Guaiacol peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7) activityswaeasured by following the decrease
of absorbance at 470 nm due to guaiacol oxidatibemieda and Klein, 1990) and was

expressed as pmoles of guaiacol oxidized migj* protein.

2.6 Induction of phytochelatins and glutathione
Induction of phytochelatins (PCs) synthesis andwgian of GSH pool were carried out
using HPLC method as described previously by Béeduad. (2007).

2.7 Statistical analysis
Results were expressed as mean = SD of three $epaxperiments. For each
experiment, statistical analysis was performed gigine-way ANOVA and the multiple

comparison method of Tukey (Keppel, 1973).

3 Results and discussion

3.1 Lead uptake and translocation

(Mg.g' DVW)
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Lead concentration in leaves
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Figure 1: Lead accumulation in roots (dark squares)and leaves (dark diamonds)of
Vicia fabatreated with 10 uM Pb(NG;),.

Results are the means of three independent expasmeSD (n=3).* Indicates values significantly fdient

from controls (p<0.01).
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Figure 1 shows lead uptake by roots and its traasilon to shoots. Lead uptake was
quadriphasic during the first 24 h of lead treattnénwas important during the first hour
(hourly accumulation speed: Va = 35.57 jigoy.h™) and was much lower betweet and
8" h (Va = 2.72 pugg DW.h%). Pb uptake was anew important betwe&hadd 12" h
(Va =6.78 pg.g DW.h?), then, increased lightly and reached to 113 idyV at 24h
(Va=2.63 pg.g DW.h?). Studies on lead kinetic accumulation in wholanplfollowing
short-term exposure are scarce. However, this eptaletic (strong increase during the first
hour, slowdown during few hours follow by a newrgmse) is in agreements with those
found by Nedelkoska and Doran (2000) in severahtpldareated by Cd, Ni or Cu. The
mechanism which could explain this kinetic remainslear.

Lead translocation into leaves was very low (FiglyeSmall amount of Pb started to
accumulate after 8 h of exposure (0.89 {tgW) and only 3.3 pg:y DW of Pb were
transferred after 24 h of treatment. This phenomeasaue to the well-known ability of lead
to link to biological molecule such as sugar, pestcelluloses and hemicelluloses which are
constituents of cellular cell-wall and membrane €Y#bicka, 1998; Antosiewicz, 2005).
Moreover, at low concentration, lead is not ablpdss through the endoderm barrier (Seregin
et al, 2004) owing to a very rapid and efficient systeihrdetoxification in plant symplasm
(Wierzbicka, 1998). This system includes chelabgrorganic or amino acids (Wierzbicka
al., 2007) or by PC (Piechalat al, 2002) and sequestration in vacuole (Piechalakl,
2003), or plasmatubule (Wierzbicka, 1998).

3.2 Lipid peroxidation

Figure 2A presents the effect of Pb on lipid pedation level inVf roots. TBARS level
did not present any significant variation. HowevéiQDX2 assay revealed that lipid
hydroperoxides (LHPO) level was strongly increaafter 1 h of Pb treatment (1.6 fold higher
than control level) and slightly after 8 h (1.14dfp This difference between the two assays
could be explained by that malondialdehyde can beljormed from fatty acids with three or
more double bonds (Halliwell and Gutteridge, 1988lthough, plant root tissues mainly
contain high levels of 18:A{>°!3. Therefore, although it is the most commonly uasshy,
TBARS assay does not seem to be the best sensitieeimetric assay to evaluate lipid
peroxidation in plant roots.

Our results show that a lipid peroxidation occurteice during the first day of Pb
exposure. These two oxidative events indicatePhainduced two distinct oxidative bursts in

roots during the first 24 h of treatment. Accordiogthese results and those of lead uptake
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measurement, a link could exist between lead updakieROS production. Indeed, oxidative
bursts were generated only after period with high uptake rate (Figure 1). Therefore,
although cause of this sequential uptake still omkm the consequence is a lead-induced

ROS generation which exceed antioxidant capaatielsgenerated lipid peroxidation.
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Figure 2: Influence of Pb treatments on the lipid groxidation in Vicia faba evaluated by
FOX2 assay (dark grey bars) or TBARS assay (lightrgy bars) in roots (Fig. 2A) and
leaves (Fig 2B).

Results are the means of three independent expadmeSD (n=3).* Indicates values significantly fdient

from controls (p<0.01).

Figure 2B shows lead-induced lipid peroxidationeiaves. By contrast to data obtained
in roots, FOX2 and TBARS assay presented the sawofdep No significant variation was
observed in LHPO and TBARS levels before 8 h adittreent. However, at 8 and 12 h, these

levels increased significantly (1.42 and 1.64 fbigher than in control), then decreased to
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basal level at 24 h. This suggests the occurreficenocoxidative burst as soon as lead
concentration was significant in leaves. Althoudhd®ncentrations in leaves were between
10 and 35 fold lower than in roots, lead-inducedtative burst appeared to be longer and

more intense. These results revealed et fabaleaves are very sensitive to lead.

3.3 Photosynthetic pigments

Lead effects on photosynthetic pigments were ptedeon Figure 3. Data show that
pigment composition was not affected until 8 h.8At, chlorophylls and carotenoids contents
were strongly modified but were similarly affectby lead treatment. Chlorophyll a, b and
carotenoids contents decreased to respectively%3.40.5 % and 72.3 % of control. Then,
Chlo a and carotenoids contents remained stableresk Chlo b content was slightly

increasing until 24 h.
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Figure 3: Effects of Pb on chlorophyll a, b, ab anccarotenoids contents inVicia faba

leaves.

Results are the means of three independent expasnie SD (n=3). Different letters indicate signéitly

different values at a particular duration.

Degradation of chlorophylls and carotenoids is dl-l@own aspect of lead toxicity
(Seregin and Ivanov, 2001; Sharma and Dubey, 200Bgxpectedly, in our conditions

chlorophylls and carotenoids content decreasedkiyionly 8 h after Pb exposure. Lead

131



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

toxicity on photosynthetic pigments is associatedd availability to inhibit their biosynthesis
pathways (Woznyet al, 1995 ; tukaszek and Poskuta, 1998). However, un @ase,
according to the promptness of the decreases anshthll amount of lead in leaves, it is very
unlikely that this phenomenon could be due to tsgsis inhibition, at least at 8 h. It could
be due to the stimulation of chlorophyllase as jmasly demonstrated by Drazkiewicz
(1994). However, pigment contents were inverselyatated with lipid peroxidation. This
correlation indicates that Pb action on photosyinth@gments can be mediated by ROS.
Chlo b is known to be more sensitive to lead thato@ (Stiborovaet al, 1986; Woznyet al,
1995 ; tukaszek and Poskuta, 1998). However, otm daghlighted that Chlo b is less
sensitive to low concentration of lead. This ressilin agreement with results obtained by
Xiong et al (2006) on Chinese cabbage exposed to low conc¢emtiaf lead.

3.4 Antioxidant enzymes in leaves

In leaves, various antioxidant enzymes exhibiteffedint responses during lead
exposure (Table 1). No significant change was oleskbefore 8 h of exposure. At 8 h, SOD
activity was 1.34 higher than control one, but thAdivation was transient and its activity
return to basal level at 24 h. Similar kinetic vadiserved with GPOX activity. However, its
activation was two-fold higher and at 24 h, GPOXswagnificantly inhibited (49% of
control). By contrast, GR and APX activities wer affected before 12 h but were increased
between 12 h and 24 h of treatment. CAT was natctgtl until 12 h and was largely
inhibited at 24 h (40.9 % of control).
In plants, SOD enzymes are major scavengers,0fr@e radicals and convert them intg O
and HO,. Hydrogen peroxide is then eliminated by varionticxidant enzymes such as
catalases, guaiacol peroxidases and ascorbateig@sex (Apel and Hirt, 2004). Thereby,
modulations of their activities are indirect indima of ROS levels. In agreement with results
of leaves lipid peroxidation, all these result®isgly suggest ROS generation in leaves after 8
h of exposure. According to SOD, GPOX and APX ainéig, the Q@ generation was transient
but HO, one lasted for a long time. It is interesting twenthat these generations coincided

with Pb arrival in leaves (Figure 1).
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S.D.

SoD (U.g* CAT (U.g™ GPOX (U.g* APX (U.g*

protein) protein) protein) protein) GR (U.g' protein)

Means S.D. Means  S.D. Means S.D. Means S.D. Means
Control 23.03b 2,10 1.8 0.24 15.12c 0.80 0.6 0.01 0.02d 0.004
Pb1H 50,81a 1,43 13m 0.09 4.37d 2.18 0.7 001 017 0.022
w Pb4H 47,05a 2,04 124 0.17 35.65a 4.36 0.6 0.01 0.07% 0.010
]8: Pb8H 21,53bc 1,27 0.8 0.07 18.99bc 2.89 0.5% 0.02 0.028 0.003
Pb 12H 17,65cd 1,70 1.08c 0.08 20.56b 0.28 0.6& 0.02 0.15b 0.030
Pb 24H 12,41d 2,61 0.8& 0.06 10.52c 2.01 0.7% 0.04 0.281a 0.003
Control 41.00bc 3.71 1.6%b 0.13 0.037bc 0.002 0.1% 0.04 0.046 0.006
Pb 1H 40.36bc 2.55 1.47ab 0.39 0.028cd 0.011 0.1 0.02 0.049% 0.001
a>5 Pb4H 42.87b 3.63 1.71ab 0.18 0.040bc  0.009 0.1 0.02 0.05&ab 0.004
§ Pb8H 55.21a 2.26 1.2 0.07 0.076a  0.005 0.1 0.02 0.06&ab 0.002
Pb 12H 43.73b 3.02 1.78&¢ 0.13 0.050b 0.012 0.2: 0.02 0.06a 0.017
Pb24H 32.34c 351 0.6 0.37 0.018d 0.005 0.3k 0.05 0.06a 0.032

Table 1: Influence of Pb treatments on antioxidanenzyme capacities irVicia fabaroots.
The values are means of three individual experiment with triplicates + standard
deviation (S.D.). Different letters indicate signiicantly different values at a particular

duration.
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3.3 Antioxidant enzymes in roots

Table 1 also shows that the antioxidant enzymeoresp was significantly different in
roots. After 1 h, SOD activity was more than twige high as in control and remained
constant until 4 h. Then, it decreased to basalllend, at 24 h, was significantly inhibited
(53.8 % of control). CAT activity decreased throaghPb treatment and reached a minimum
value after 8 h of lead treatment (45 % of contri)the case of roots-APX activity, a rapid
and significant activation (10 %) was recordedratté. Until 8 h, APX activity decreased to
the basal level. Then, it anew increased and rebahmaximum value after 24 h (125 % of
control). By contrast, GPOX activity was firstlydueced (up to 70 %) at 1 h then elicited after
4 h, up to 12 9 % more than the activity measuneccantrol plants. Until 24 h, GPOX
activity decrease below control level. The kinetidGR activation by lead was different. GR
activity increased very significantly (up to 560 @)1 h. After a 4 h treatment, GR activity
decreased strongly but remained 2.5 times highan ih untreated plants. Then, it still
decreased to basal level at 8 h but was anew $yrstiqiulated after 12 h and 24 h of lead
exposure (respectively 590 and 1053 % of control).

According to these results, many conclusions cadraen. Lead strongly modulated
the antioxidant enzymes (Table 1). Such an incressdecrease in the activity of these
enzymes has been reported with a variety of heastalsr(Van Assche and Clijsters, 1990;
Seregin and Ivanov, 2001; Schutzendubel and P2082). The abundant data available
highlights that the antioxidant response dependplant species, metal concentration and
treatment duration. In our conditions, Pb stimwa®&OD activity and this increase is an
indicator of the @ presence during the first 4 h of lead treatmehts Tesult is in agreement
with our previous work which demonstrated the NAD&kidase dependent production of
anion superoxide iVf roots exposed to same concentration of lead (Bbetral, 2008).
Until 4 h, the activation of GPOX and APX underbnine presence of B, in root tissues.
GPOX and APX seemed to function complementary tooree HO- in roots. Indeed, APX
activity was significantly inversely correlated ®OX one (f= -0.542; P<0.05). However,
CAT was inhibited throughout the experiment. Thkibition by lead was often reported
(Verma and Dubey, 2003; Chat al, 2007; Wanget al, 2007a). CAT inactivation is Pb
dose-dependant and could be due to direct interatietween Pb and catalase. Indeed, lead
ions could substitute iron ions in the catalasgpwrin hemes.

Results also showed that the lead-induced oxiddtuwst is transient and all enzyme

activities, except CAT, return to basal level afeh of treatment. However, according to
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GPOX, APX and GR activities lead seemed to induseand wave of D, after 12 h. The
presence of ® and HO, at 1 h and of kD, at 12 h was confirmed by histological

experiments using Kl+starch and NBT (data not showrhese observations are also
confirmed by results obtained with lipid peroxideti assays. Indeed, these two distinct
oxidative bursts coincided with the two peaks ofop@lation previously described. The
occurrence of two oxidative bursts, the first witlminutes and the second a few hours later,
was also shown in copper-treated wheat roots (®gletral, 2007) has been widely
documented in plants in response to abiotic oidsitesses (Mikat al, 2004).

Second major point to highlight is that GR appéarbe the key enzyme in combating Pb in
plant roots. GR activation was sequential but ofteportant. As GR catalyses the NADPH-
dependent reduction of oxidized-glutathione to pedliglutathione, its over-activation could

underline the pivotal role of GSH Wi roots in response to lead.

3.5 GSH pool and PC content
In order to analyse the effect of lead treatmenP@Gnsynthesis, levels of total PC and its
precursor, GSH, were estimatedvhroots and leaves (Figure 4 and 5).
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Figure 4: Changes of GSH contents i¥icia fabaroots (A) and leaves (B).

Dark squares represent roots GSH content, dark diamonds represent leaves one and dark triangle represent GSH level in
corresponding organ from control plants. Results are the means of three independent experiments + SD (n=3). * Indicates

values significantly different from controls (p<0.01).
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Results presented in Figure 4 show that, in roBtSH pool was modified by lead
application but was not significantly different fnocontrol one. In leaves, GSH content
slightly decreased and this decrease was significan

Several studies showed that, in plants, GSH poauiation depends on plant species,
heavy metal concentration and time exposure (Leinal, 2006; Mishraet al, 2006a; Ainaet
al., 2007). However, Mishrat al (2006b) demonstrated that after 24 h of 10 uM>>Riosure,
GSH content was not significantly affectedGeratophyllum demersunm our experimental
conditions, GSH pool was not or slightly affectgdiéad exposure whereas PC synthesis was
strongly stimulated (Figure 5). This relative slitypicould be correlated to the over-activity
of GR previously observed (Table 1). However, thepktude of this enzyme activation
cannot be only explained by GSH utilisation to progl PC. This significant GR activation
could underline the pivotal role of GSHWi roots in response to lead, as previously observed
in ArabidopsigLeeet al, 2005). GSH could be involved in different detmation pathways:

(i) GSH is used in the Halliwell-Asada-Foyer cytteregenerate ascorbate which is needed
by APX to reduce bD; (ii) various free radicals and oxidants, and ipatarly H,O,, are able

to directly oxidise GSH to GSSG,; (iii) GSH is theepursor of phytochelatins which are
thought to play an important role in lead ion déioation (Mehraet al, 1995; Piechalalet

al., 2002).
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GSH equivalent product means
(nmol.g' FW)
O o= Nt o

0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time {hour)

Figure 5: Effects of lead treatments on changes ghytochelatin contents inVicia faba

roots (dark squares) and leaves (dark diamonds).

Results are the means of three independent expasmesD (n=3).
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Data of Figure 5 show that PC synthesis was n@alirin roots and leaves. In our
experimental conditions, we only found P@G and PG. PG represented 90 % of the total
PC (data not shown). However, in roots, PC contareased during the first twelve hours.
This increase was not linear and was strong dutiegt" hour and between thé"&nd 12'
hour. This PC synthesis is consistent with Pied¢hataal (2002) results obtained Mf roots
treated with 1 mM of Pb(Ng¢),. However, by contrast with Piechalak al results, in our
conditions, PC content remained constant until .24 h

Moreover, PC synthesis was strongly correlated Withconcentration in roots (Figure
6A; I’ = 0,898, P<0.05). This result is in agreement \th fact that, in plants, PC synthesis
was regulated by the activity of phytochelatin sysie (PCS) which is activated by heavy
metals such as lead (Clemens, 2006a). Unexpecte@accumulation kinetic in leaves was
very different. Results show an important increakejng the first hour, which is 2.8 fold
stronger than roots one. Then, PC level increaligltly but continuously until 24 h. PC
accumulation had yet strongly begun at 1 h whelrEag/as not detected in leaves until 8 h of
Pb treatment (Figure 1). Moreover, it was strongtyrelated to Pb concentration in roots
(Figure 6B; f= 0,893, P<0.05).
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R2 = 08077
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Figure 6: Relationship between phytochelatin accumation in roots (Fig 6A) and in
leaves (Fig 6B), and Pb accumulation itYicia faba roots exposed to 10 uM Pb(Ng)-.

Regression line is provided.
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All these results support the idea of a strong ndtetween roots and plant above parts,
and the transduction of a Pb stress signal which bz able to stimulate PC synthesis or
accumulation in absence of lead. Vatamaratial. (2000) demonstrated that the presence of
free ions of heavy metals is not necessary forréagtion catalysed by PCS. This high PC
accumulation in leaves, in lead absence (or ingmes of a very small amount of Pb, under
our detection threshold: under 10 n§BW) could be an adaptive mechanism to deal with
the metal. Therefore, leaves could be “prepareddredead translocation and could be able
to protect photosynthetic metabolism from Pb. Magpotheses can be ventured to explain
this phenomenon: (i) PC translocation from roostwot, as previously observed by Gatg
al (2003) inArabidopsis,could lead to an accumulation in leaves; (ii) B@tlsesized in
leaves could be transferred shoot-to-root to he@gsrto cope with lead. This mechanism was
yet identified in Cd-treatedrabidopsisplants (Cheret al, 2006); (iii) Rapid PC synthesis
could be a mechanism to cope with lead in leavessamd it back to roots which are less
sensitive, as it was identified Brassica napuplants exposed to cadmium (Mendoza-Cozatl
et al, 2008). These authors highlighted the implicatodrPC in Cd shoot-to-root transport
and showed that the concentration of Cd was mose four-fold higher in phloem sap

compared to xylem sap.

4 Conclusions

In conclusion, our results demonstrate that leadkgby roots was not linear along first
day inVicia fabaplants treated with an environmentally realisttm@entration of lead (10
KM). This result is important because elevationBliiptake rate caused an oxidative burst in
roots and induced lipid peroxidation. This studyoalinderlines the low Pb translocation rate
between roots to shoot. Howev&ff leaves are very sensitive to this little amountPdf
transferred from roots. Pb also generased oxidative burst which was longer and more
intense than in roots. Pb accumulation in leavassed lipid peroxidation and a strong
decrease of photosynthetic pigments. To limit thesgative effect, large amounts of
phytochelatins were synthesized in roots as weihaleaves. However, mechanism of the
rapid accumulation in leaves and its purpose resnaimclear. In addition, to cope with
negative effects of this metal, GR appeared tohbekey enzyme iVf roots by maintaining
GSH pool constant, despite its consumption to regee ascorbate, to synthesize PC or to
directly scavenge ROS. Further work will be necas¢g to determine more precisely the

implication of Halliwell-Asada-Foyer pathway in cbating Pb deleterious effects, (ii) to
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elucidate the quick mechanism of PC accumulatiorleaves and its implication in Pb

detoxification.

139



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

References

Aebi, H., 1984. Catalase in vitro. Methods in Enpyogy 105, 121-126.

Aina, R., Labra, M., Fumagalli, P., Vannini, C., idani, M., Cucchi, U., Bracale, M.,
Sgorbati, S., Citterio, S., 2007. Thiol-peptidedkeand proteomic changes in response
to cadmium toxicity in Oryza sativa L. roots. Emnmental and Experimental Botany
59, 381-392.

Antosiewicz, D.M., 2005. Study of calcium-dependk@d-tolerance on plants differing in
their level of Ca-deficiency tolerance. EnvironnmaRollution 134, 23-34.

Apel, K., Hirt, H., 2004. Reactive oxygen speci®ketabolism, Oxidative Stress, and Signal
Transduction. Annual Review of Plant Biology 5533399.

Bazzaz, F.A., Carlson, R.W., Rolfe, G.L., 1975. ilmion of Corn and Sunflower
Photosynthesis by Lead. Physiologia Plantarum 28,329.

Beraud, E., Cotelle, S., Leroy, P., Ferard, J.2B6Q7. Genotoxic effects and induction of
phytochelatins in the presence of cadmium in Videba roots. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Men&gis 633, 112-116.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive methimd the quantitation of microgram
qguantities of protein utilizing the principle of giein-dye binding. Analytical
Biochemistry 72, 248-254.

Chen, A., Komives, E.A., Schroeder, J.1., 2006.I1dproved Grafting Technique for Mature
Arabidopsis Plants Demonstrates Long-Distance StmBoot Transport of
Phytochelatins in Arabidopsis. Plant Physiology,1438-120.

Chen, J., Zhu, C., Li, L.-p., Sun, Z.-y., Pan, X.-2007. Effects of exogenous salicylic acid
on growth and H202-metabolizing enzymes in ricedbegs under lead stress.
Journal of Environmental Sciences 19, 44-49.

Clemens, S., 2006. Evolution and function of phigiatin synthases. Journal of Plant
Physiology 163, 319-332.

Demiral, T., Turkan, I., 2005. Comparative lipidrgedation, antioxidant defense systems
and proline content in roots of two rice cultivadsffering in salt tolerance.
Environmental and Experimental Botany 53, 247-257.

Drazkiewicz, M., 1994. Chlorophyll-occurrence, ftinoos, mechanism of action, effects of
internal and external factors. Photosynthetica320;331.

Dringen, R., Gutterer, J., 2002. Glutathione redset from bovine brain. Methods in
Enzymology 348, 281-2888.

140



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

Ernst, W.H.O., 1998. Effects of heavy metals imfdaat the cellular and organismic level. In:
Schuurman, G., Markert, B. (Eds.). EcotoxicologyWlley and Sons Inc and
Spectrum Akademisher Verlag, pp. 587-620.

Giannopolitis, C.N., Ries, S.K., 1977. Superoxidemiutases: |I. Occurrence in Higher Plants.
Plant Physiology 59, 309-314.

Gong, J.-M., Lee, D.A., Schroeder, J.I.,, 2003. Ldigjance root-to-shoot transport of
phytochelatins and cadmium in Arabidopsis. Proceggipf the National Academy of
Sciences 100, 10118-10123.

Griffiths, G., Leverentz, M., Silkowski, H., GillN., Sanchez-Serrano, J.J., 2000. Lipid
hydroperoxide levels in plant tissues. Journalxgdtimental Botany 51, 1363-1370.

Halliwell, B., Gutteridge, J., 1989. Free Radical8iology and Medicine. Clarendon Press,
Oxford, pp. 188-275.

Hemeda, H.M., Klein, B.P., 1990. Effects of Natly&ccurring Antioxidants on Peroxidase
Activity of Vegetable Extracts. Journal of Food &uie 55, 184-185.

Huang, C.-Y., Bazzaz, F.A., Vanderhoef, L.N., 19FHe Inhibition of Soybean Metabolism
by Cadmium and Lead. Plant Physiology 54, 122-124.

Huang, J.W., Cunningham, S.D., 1996. Lead phytaekitin: species variation in lead uptake
and translocation. New Phytologist 134, 75-84.

Jopony, M., Young, S.D., 1994. The solid solutiguigbria of lead and cadmium in polluted
soils. European Journal of Soil Science 45, 59-70.

Lee, M., Lee, K., Lee, J., Noh, E.W,, Lee, Y., 2088°DR12 Contributes to Lead Resistance
in Arabidopsis. Plant Physiology 138, 827-836.

Lichtenthaler, H.K., 1987. Chlorophylls and caratels: pigments of photosynthetic
biomembranes. Methods in Enzymology 148, 350-382.

Lima, A.l.G., Pereira, S.I.A., de Almeida Paula &gga, E.M., Caldeira, G.C.N., de Matos
Caldeira, H.D.Q., 2006. Cadmium detoxification aots of Pisum sativum seedlings:
relationship between toxicity levels, thiol pootemations and growth. Environmental
and Experimental Botany 55, 149-162.

tukaszek, M., Poskuta, J., 1998. Development otgdymthetic apparatus and respiration in
pea seedlings during greening as influenced byctewncentration of lead. Acta
Physiologiae Plantarum 20, 35-40.

Maksymiec, W., 2007. Signaling responses in plémtseavy metal stress. Acta Physiologiae
Plantarum 29, 177-187.

141



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

Malecka, A., Jarmuszkiewicz, W., Tomaszewska, B0Q12 Antioxidative defense to lead
stress in subcellular compartments of pea roos.céltta Biochimica Polonica 48,
687-698.

Matecka, A., Piechalak, A., Morkunas, |., TomasZeysB., 2008. Accumulation of lead in
root cells of Pisum sativum. Acta Physiologiae Riaum.

Marmiroli, M., Antonioli, G., Maestri, E., MarmirgIN., 2005. Evidence of the involvement
of plant ligno-cellulosic structure in the sequastm of Pb: an X-ray spectroscopy-
based analysis. Environmental Pollution 134, 217-22

Mehra, R.K., Kodati, V.R., Abdullah, R., 1995. Chaiength-Dependent Pb(Il)-Coordination
in Phytochelatins. Biochemical and Biophysical Resk Communications 215, 730-
736.

Mendoza-Cozatl, D.G., Butko, E., Springer, F., BypJ.W., Komives, E.A., Kehr, J.,
Schroeder, J.1., 2008. Identification of high levef phytochelatins, glutathione and
cadmium in the phloem sap of Brassica napus. A fanlghiol-peptides in the long-
distance transport of cadmium and the effect ofvgach on iron translocation. The
Plant Journal 54, 249-259.

Mika, A., Minibayeva, F., Beckett, R., Luthje, 2004. Possible functions of extracellular
peroxidases in stress-induced generation and diegtion of active oxygen species.
Phytochemistry Reviews 3, 173-193.

Mishra, S., Srivastava, S., Tripathi, R.D., Govirgjan, R., Kuriakose, S.V., Prasad, M.N.V.,
2006a. Phytochelatin synthesis and response aiaaints during cadmium stress in
Bacopa monnieri L[lozenge]. Plant Physiology anddBemistry 44, 25-37.

Mishra, S., Srivastava, S., Tripathi, R.D., Kumr, Seth, C.S., Gupta, D.K., 2006b. Lead
detoxification by coontail (Ceratophyllum demersumn) involves induction of
phytochelatins and antioxidant system in respoaséstaccumulation. Chemosphere
65, 1027-1039.

Mittler, R., Vanderauwera, S., Gollery, M., Van Bsegem, F., 2004. Reactive oxygen gene
network of plants. Trends in Plant Science 9, 498-4

Nakano, Y., Asada, K., 1981. Hydrogen Peroxide tavBnged by Ascorbate-specific
Peroxidase in Spinach Chloroplasts. Plant Cell iBlogy 22, 867-880.

Nedelkoska, T.V., Doran, P.M., 2000. Charactesstit heavy metal uptake by plant species
with potential for phytoremediation and phytominifdinerals Engineering 13, 549-
561.

142



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

Piechalak, A., Tomaszewska, B., Baralkiewicz, MQ2 Enhancing phytoremediative ability
of Pisum sativum by EDTA application. Phytochenyig4, 1239-1251.

Piechalak, A., Tomaszewska, B., Baralkiewicz, Dalé&tka, A., 2002. Accumulation and
detoxification of lead ions in legumes. Phytochdrgi60, 153-162.

Pourrut, B., Perchet, G., Silvestre, J., Cecchi, Guiresse, M., Pinelli, E., 2008. Potential
role of NADPH-oxidase in early steps of lead-indli@xidative burst in Vicia faba
roots. Journal of Plant Physiology 165, 571-579.

Schutzendubel, A., Polle, A., 2002. Plant respongesbiotic stresses: heavy metal-induced
oxidative stress and protection by mycorrhizatibsurnal of Experimental Botany 53,
1351-1365.

Seregin, 1.V, Ivanov, V.B., 2001. Physiologicalp&sts of Cadmium and Lead Toxic Effects
on Higher Plants. Russian Journal of Plant Phygio#8, 523-544.

Seregin, L.V., Shpigun, L.K., Ilvanov, V.B., 2004isDibution and Toxic Effects of Cadmium
and Lead on Maize Roots. Russian Journal of Plays$iBlogy 51, 525-533.

Sgherri, C., Quartacci, M.F., Navari-lzzo, F., 20@&arly production of activated oxygen
species in root apoplast of wheat following copperess. Journal of Plant Physiology
164, 1152-1160.

Sharma, P., Dubey, R.S., 2005. Lead toxicity imfg@aBrazilian Journal of Plant Physiology
17, 35-52.

Stiborova, M., Doubravova, M., Brezinova, A., A., E986. Effect of heavy metal ions on
growth and biochemical characteristics of photdsgsis of barley (Hordeum vulgare
L.). Photosynthetica 20, 418-425.

Van Assche, F., Clijsters, H., 1990. Effects of alebn enzyme activity in plants. Plant cell
and Environment 13, 195-206.

Vatamaniuk, O.K., Mari, S., Lu, Y.-P., Rea, P.AQOR. Mechanism of Heavy Metal lon
Activation of Phytochelatin (PC) Synthase. Block#édols are sufficient for PC
synthase-catalysed transpeptidation of glutathieme related thiol peptides. Journal
of Biological Chemistry 275, 31451-31459.

Verma, S., Dubey, R.S., 2003. Lead toxicity indudipsd peroxidation and alters the
activities of antioxidant enzymes in growing ridargs. Plant Science 164, 645-655.

Wang, C., Wang, X., Y Tian, Yu, H., Gu, X., Du, WZhou, H., 2007. Oxidative stress,
defence response and early biomarkers for leackounated soil in Vicia faba

seedlings. Environmental Toxicology and Chemedtry,

143



Chapitre 11l : Impact du plomb sur  Vicia faba

Wierzbicka, M., 1998. Lead in the apoplast of Alticepa L. root tips--ultrastructural studies.
Plant Science 133, 105-119.

Wierzbicka, M.H., Przedpetska, E., Ruzik, R., Oaere L., Polé-Pawlak, K., Jarosz, M.,
Szpunar, J., Szakiel, A., 2007. Comparison of ¢xecity and distribution of cadmium
and lead in plant cells. Protoplasma 231, 99-111.

Wozny, A., Schneider, J., Gwozdz, E.A., 1995 ThHea$ of lead and kinetin on greening
barley leaves. Biologia plantarum 37, 541-552.

Xiong, Z., Zhao, F., Li, M., 2006. Lead toxicity Brassica pekinensis Rupr.: Effect on nitrate

assimilation and growth. Environmental Toxicolodly, 247-153.

144



Partie IV : Mécanismes oxydatifs impliqués dans la toxicité du plomb

145



Partie IV : Mécanismes oxydatifs impliqués dans la toxicité du plomb

146



Partie IV : Mécanismes oxydatifs impliqués dans la toxicité du plomb

Chapitre 1V
Mécanismes oxydatifs
iImpliqués dans la

toxicité du plomb



Partie IV : Mécanismes oxydatifs impliqués dans la toxicité du plomb

148



Partie IV : Mécanismes oxydatifs impliqués dans la toxicité du plomb

A. Réle potentiel joué par la NADPH-oxydase dans sepremiéres étapes de

flambée oxydative induite par le plomb dans les ranes deVicia faba
-Avant-propos-

Notre étude précédente a démontré la génératidiaaidées oxydatives suite a une
exposition au plomb. Ce phénomeéne n’est pas spéeifau plomb et avait déja été démontré
pour d’autres metaux. Si les processus physiol@gicaont des sources constitutives d’ERO,
la flambée oxydative induite lors de différentess est généralement le fait de I'activation de
diverses sources enzymatiques (Bartosz, 1997; Aebed, 2002; Mittler, 2002). Plusieurs
études se sont consacrées a ces sources enzyreatiRO, et ont identifié, en utilisant des
inhibiteurs pharmacologiques, les NADPH-oxydases, peroxydases extracellulaires, les
oxalate-oxydases et/ou les amine-oxydases a cuwwrame étant impliguées dans la
production d’ERO induite par les ETM (Romero-Puemé al, 1999; Olmoset al, 2003;
Simonovicovaet al, 2004a; Garnieet al, 2006; Groppat al, 2007). Aucune étude n’ayant
porté sur le plomb, nous avons décidé de déternan@es) source(s) d’'ERO responsable(s)
de la flambée oxydative observée. L'ensemble detre@aux ont révélé que, aussi bien sur
plantes entieres qu’en cultures cellulaires, I'ictibn de la flambée oxydative induite par les
métaux lourds était trés rapide. Nous avons doogsicte nous intéresser a I'induction de la
premiere flambée oxydative dans les racines desféReur cela, nous avons utilisé une
technique de chimiluminescence développée au labraet adaptée a la mesure d’ERO sur
des racines. Dans un premier temps, I'expositiothea doses croissantes de plomb (5 a
20 uM) nous a permis de mesurer I'induction dertadpction d’ERO dans les racines. Dans
un second temps, l'utilisation d’inhibiteurs dedfatientes sources enzymatiques (hormis
I'oxalate-oxydase qui n'a pas d’inhibiteur commalisié) nous a permis de discriminer les
sources responsables de la génération d’ERO. Hnimfois la source déterminée, nous nous

sommes attachés a déterminer les mécanismes cantlaison induction par le plomb.

-Publication-

Pourrut B, G Perchet, J Silvestre, M Cecchi, M €sse and E Pinelli (2008). Potential rp
of NADPH-oxidase in early steps of lead-induceddaxive burst in Vicia faba roots. Journal
of Plant Physiology 165(6): 571-579.
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Abstract

The mechanism of oxidative burst induced by leadVioia faba excised roots was
investigated by luminol-dependent-chemiluminesceRasults showed that lead triggered a
rapid and dose-dependent increase in chemiluminescgeroduction. In this study, specific
inhibitors of putative reactive oxygen species (R@8urces were used to determine the
mechanism of lead-induced ROS generation. Thisrgéna was sensitive to dephenylene
iodonium (DPI), quinacrine and imidazole, some ltors of the NADPH-oxidase and not
inhibited by other putative ROS sources inhibitoBata reported in this work clearly
demonstrated the pivotal role of NADPH-oxidase-ldezyme in early steps of lead-induced
oxidative burst. To investigate the respective iogtlon of calmodulin and protein kinase
(PK) in lead induced NADPH-oxidase activation, eecd roots were treated with the
calmodulin inhibitor W7 or with the PK inhibitor airosporine. The chemiluminescence
generation inhibition by these inhibitors illusedtthe role of PK in lead-induced NADPH-
oxidase activation and revealed a calmodulin-depenstep. Using the calcium entry blocker
La®" or different concentrations of calcium in the extellular medium, our data highlighted

the implication of C& channel in lead-induced oxidative burst.

Key words: lead, NADPH-oxidase, oxidative burst, reactivggen speciesVicia faba

Abbreviations: AO, amine oxidase; CaMKs, calmodulin-dependemitgn kinases; CAT,

Catalase; CCaMKs, calcium-calmodulin-dependentgimdtinases; CL, chemiluminescence;
CNGC, cyclic nucleotide-gated channel; CuAO, Coppentaining-amine oxidase; DPI,
dephenylene iodonium; PAO, polyamine oxidase; Ritgin kinase; PKC, protein kinase C;

ROS, reactive oxygen species; SOD, Superoxide dasaiyf, Vicia faba
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1 Introduction

Lead is one of the most abundant heavy metals tpallusoil and environment. It
originates from numerous sources and has beconearonmental concern (Singt al,
1997). Lead is toxic to many organs: it is a proaaimal carcinogen (Johnson, 1998) and an
inducer of many toxic symptoms in plants such aseatese of growth due to interference with
enzymes essential for normal metabolism and dew&op, photosynthetic processes, water
and mineral nutrient absorption and changes inutelistructure (Singkt al, 1997). Lead is
reported to produce reactive oxygen species (RM@8)ater the activities of antioxidant
enzymes (Maleckat al, 2001; Verma and Dubey, 2003). These ROS inclugerexide
anions (Q"), hydroxyl radical (OH, singlet oxygen©.) and hydrogen peroxide {B,)
which are produced during membrane-linked electransport activities as well as by a
number of metabolic pathways (Shethal, 2001).

The rapid production of ROS or “oxidative burst’smariginally identified in mammalian
phagocytes and later demonstrated in plants dedlw @nd Merida, 1996). It is believed that,
in plants, putative sources of ROS during biotic afmotic stresses are cell-wall-bound
peroxidases (Kawanet al, 2003), xanthine oxidase, amine oxidases in tloplagt (Allan
and Fluhr, 1997) and plasma-membrane-bound NADRHasgrs (Bolwell and Wojtaszek,
1997). The key enzyme which contributes to ROS &iom in phagocyte is a plasma
membrane-bound NADPH-dependent oxidase (Segal &od #993), the activation of which
involves the assembly of at least three cytosotistgins 67" pd7?"™ pad"®), two
plasma membrane-associated orgsOf"™ p22’"™) and two small GTP-binding proteins
(p21°%°, RaplA. The activation of this complex consists in thanslocation and the
association of the cytoplasmic proteins to the nramd bound components. This process
involves the phosphorylation of at least B#7 by protein kinase C. Pharmacological
approaches with dephenylene iodonium (DPI) dematestthe involvement of a NADPH-
oxidase-like enzyme in elicited cells &frabidopsis thaliana(Desikan et al, 1996).
Moreover, immunological evidences using mammaligkDRH-oxidase subunit antibodies
reported the presence of subunits of this enzynmeptax (Desikaret al, 1996; Razem and
Bernards, 2003). Recently, Overmyadral. (2003) have identified respiratory burst oxidase
homologues (rboh) as plant homologues of the dataBubunit of phagocyte NADPH-
oxidase gp97"®) and which were reported to be responsible for R&luction during
biotic stress (Simon-Pla al.,2002). Cadmium-induced oxidative stress is alsoght to be
mediated by an NADPH oxidase-like enzyme (Garmeml, 2006; Olmoset al., 2003).
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Garnieret al. (2006) suggested that cadmium enters cells vid-d¢ensitive transporters or
calcium channel to generate this oxidative bursad_entry into plant cells also occurs, at
least in part, through Gapermeable channel (Huang and Cunningham, 1996&aBen al,
2000).

Although, lead toxicity appears related to oxidatstress (Maleckat al, 2001; Verma
and Dubey, 2003), the mechanism leading to ROSugtaxh remains unclear. An attempt
has been made in this work to determine the eftdclead on ROS production by
chemiluminescence, in lead treat¥ttia faba roots. Specific inhibitors of putative ROS
sources were used to determine the mechanism atitfie of lead-induced ROS generation

and the role of NADPH oxidase-like enzyme.

2 Material and methods

2.1 Plant material and growth

Broad beans\icia faba L.) were germinated on filter paper moistenechvdeionised
water at 25 °C in the dark. After 7 d, plants wgrewn in a PVC tank (4 plants per tank)
containing 500 mL of aerated Hoagland solution.KEep the nutrient composition and pH
constant, solutions were renewed daily. The cultsystems were located in a growth
chamber with day/night air temperatures of 24/22ah@ relative humidity of 70/75 %. Plants
were lighted 16 h in a day by 600 W Osram Nav-Te8wigh Pressure Sodium (HPS) Lamp
provided a minimum Photosynthetical Photon Flux &n(PPFD) of 500 umol.ihs* at the
top of the plant.

2.2 Oxidative burst assay

Lead effect on ROS production was determined baseithe rate of superoxide radical
(O, formation detected via luminol-dependent chemiheacence (CL). © generate CL
that is enhanced by the reaction with luminol (feergt al, 1991). CL was measured using a
thermostatically controlled luminometer 1251 LKB5(2C). CL response was expressed in
mV.

For each sample, three segment roots (apex) otrh,5from 3-week old plant, were
rinsed with sterile water and cut in thin sliceslahm.Vf rootsegments were then kept in 20
mM Tris HClI medium (pH 8.2). Each assay (800 pLhtamed excised plant roots and
luminol (1.25 mM) in Tris HCI. For the study of ka&apacity to induced CL of excised roots,

three concentrations (5 uM, 10 uM and 20 uM) oflledrate were tested. For each assay,
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lead nitrate was added after basal line stabibpatilirectly on the luminometer chamber and
CL was recorded every 5 s.

To determinate the nature of ROS produced duriragl-leduced oxidative burst,
Superoxide Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1; 5 and &8)wr Catalase (CAT, EC 1.11.1.6; 50
and 150 units) were added to medium 10 min betad treatment.

To investigate the potential source of ROS in leatliced oxidative burst, the excised
roots were respectively preincubated 10 min at @5with the NADPH-oxidase inhibitors
DPI (0.1 uM and 1 uM), imidazole (5 mM and 50 mNtidaquinacrine (0.1 mM and 1 mM),
with horseradish peroxidase inhibitor sodium aZidaN;, 1 mM and 10 mM), with xanthine
oxidase inhibitor allopurinol (0.2 mM and 2 mM),twipolyamine oxidase (PAO) inhibitor
N-prenylagmatine (G3, 1 uM and 10 pM) or with cappentaining-amine oxidase (CuAO)
inhibitors 2-bromoethylamine (1 uM and 10 uM) amdirroguanidine (1 mM and 10 mM);
then excised roots were exposed to lead (10 uM).

To analyse the role of protein kinases (PKs) amah@dulin in NADPH oxidase system,
excised roots were preincubated 10 min at 25 °@edsely with the PK inhibitor
staurosporine (10 nM and 0.1 uM) or with the calmimdantagonist W7 (0.2 mM and 2 mM)
before lead treatment.

In order to determine the putative lead entry illscga calcium channels, excised roots
were exposed to lead in presence of GECI|uM or 10 uM) or were preincubated 10 min at
25 °C with the calcium channel antagonist La@luM and 40 uM) before lead exposure (10

UM).

Potential interference of lead nitrate, DPI, imiolaz quinacrine, Na allopurinol, G3,
aminoguanidine, 2-bromoethylamine, staurosporing,afnd LaCJ with the CL assay system
(oxidation of luminol by ROS), was tested, in altsef roots using the ROS generating
systems: HO,-peroxidase and xanthine-xanthine oxidase systerosr@ding to the method
previously described (Forguet al, 1990). In addition, the lack of CL production Oyect

interaction between luminol and,:8&, was also evaluated.

2.3 Evaluation of calcium competition for lead enty into the roots

In order to test the antagonism of calcium on leanly into the roots, lead uptake\ih
roots was analysed in presence or absence of galaithe culture medium. A stock solution
of lead nitrate salt was prepared in Tris HCI madi(pH 8.2) just before the experiments.

Three segment roots (apex) of 1.5 cm, from 3-wddkptant, were rinsed with sterile water
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and cut in thin slices of 1 mf rootsegments were put in Tris HClI medium and exposed to
lead (10 pM). For investigations with calcium, CaCl pM and 10 pM) was added to
medium 10 min before the start of the experimenbtRragments were collected after 10 min
or 1 h of lead exposition and rapidly washed irtikksl water. Lead bound to the rhizoderm
was removed as follows: fragments were shaken gad end with 40 mL of 0.001 M HCI
during 3 min, and then 360 pL of 1 M HCI were adtiegield a final concentration of 0.01
M HCI. After shaking for another 5 min, root fragmi® were washed in distilled water,
weight fresh, oven-dried at 80 °C for 48 h and thweight dry.

Roots were mineralized in a 1:1 mixture of 65 %®Nind 30 % HO, at 80 °C during
6 h. After filtration, lead concentrations wereatatined with an IRIS Intrepid I XDL ICP-
OES. The accuracy of the analytical procedure wasfied using a reference material:
Virginia tobacco leaves (CTA-VTL-2, polish certifiereference material; ICHTJ) with
22.1+1.2 ug.g Pb.

2.4 Statistical analysis

Results were expressed as mean + SE of five sepexperiments. For each experiment,
statistical analysis was performed using a one-ABYDVA and the multiple comparison
method of Tukey (Keppel, 1973).
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3 Results

3.1 Induction of oxidative burst by lead
Induction ofVicia fabaexcised roots chemiluminescence (CL) activity wesasured in

the presence of luminol as enhancer, for 120 § 4C2after lead treatment (Fig. 1A).
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Figure 1: Oxidative metabolism of Vicia faba excised roots investigated by luminol-
dependent chemiluminescence (CL).

CL was measured using a thermostatically controli@diinometer 1251 LKB (25°C). CL response was
expressed in mV. (A) Excised roots were exposetiotpM of lead nitrate. The curve is representatif’éve
different experiments with identical results. (Bedh of CL peak value reached for 0, 5, 10 and 20ofi Mad
nitrate treatmentt Indicates values significantly different from cait(p<0.01).

Lead stimulation was carried out under continuouséZording. In absence of lead, the
time course of CL production remained constant &va level (0.45 + 0.05 mV). In the
presence of lead, after a lag time of(18 s, CL production increased rapidly and reached a
maximum value after 90! 15 s of lead stimulation. Then, CL decreased sldwlthe basal
line after 350 £ 20 s (data not shown). Exciseds@xposed to a lead concentration range
from 5 to 20 uM, demonstrated a dose effect onpek of CL (Fig. 1B). The maximum

effect was observed for 20 uM. In these conditiomsatever lead concentration was, CL
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production lag time after lead treatment remainedstant (data not shown). Even if the
maximum CL values were reached more rapidly forhigler concentrations of lead, results
were not significantly differents between 5 and ROu

To analyse the nature of ROS produced during lezatrhent, root fragments were co-

treated with two antioxidant enzymes, thg €cavenger SOD or the,&, scavenger CAT.

Luminescence (mV)
@ = MW oA U SN -]

Treatments
Figure 2: Nature of ROS produced during lead-inducd oxidative burst, investigated by
CL.

Excised roots were preincubated 10 min with theé €8avenger SOD or the,8, scavenger CAT before lead
exposure. Means of CL peak value + SE of five expents are reported. * Indicates values signifigant
different from lead treated roots (p<0.01).

Results of figure 2 showed that CL production waseddependently reduced by SOD
(5 and 50 units). In contrast, lead-induced CL patin was not modulated by CAT (50 and
150 units).

3.2 Potential source of ROS
To determine the role of NADPH-oxidase-like in lemthanced CL, excised roots were
pre-incubated with two concentrations of imidazajeinacrine and DPI, 10 min before lead

treatment.
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Figure 3: Potential role of NADPH oxidase in leadaduced oxidative burst investigated
by CL.
Excised roots were preincubated 10 min with the RAoxidase inhibitor imidazole and quinacrine befor

lead exposure. Means of CL peak value + SE ofdiygeriments are reported. * Indicates values dicaritly

different from lead treated roots (p<0.01).

Results of figure 3 and 4 showed that CL produceahanced by lead (10 uM) was
dose dependently inhibited by imidazole (5 and 3@)rand low concentration of DPI (0.1
and 1 uM). Results of figure 3 also demonstratet tbad-induced ROS generation was
inhibited by quinacrine (0.1 and 1 mM).

The potential role of peroxidases in ROS productwas investigated using the
peroxidase inhibitor Nap After 10 min of pre-incubation with NaN1 mM and 10 mM),
results showed that this inhibitor had no effectead dependent CL production (Fig. 4).
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Figure 4: Potential role of NADPH oxidase and peroxlases in lead-induced oxidative
burst investigated by CL.

Excised roots were preincubated 10 min with the WARoxidase inhibitor DPI or with horseradish pedase
inhibitor sodium azide (Naf)l before lead exposure. Means of CL peak value bfSkve experiments are

reported. * Indicates values significantly diffetérom lead treated roots (p<0.01).

Similar results were found (Fig. 5) using the xamhoxidase inhibitor allopurinol (0.2
mM and 2 mM) and the PAO inhibitor G3 (1 uM andpi).

Luminescence (mV)
S = N W AR SN ]

Figure 5: Potential role of xanthine oxidases andglyamine oxidases in lead-induced

oxidative burst investigated by CL
Excised roots were preincubated 10 min with thehiae oxidase inhibitor allopurinol or with the PAO
inhibitor N-prenylagmatine (G3) before lead expesieans of CL peak value + SE of five experimemés

reported.
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In order to investigate the role of the copper aonbhg-amine oxidases (CuAOS) in
lead-induced NADPH-oxidase-like activation, excisedts were incubated 10 min with the
CUAO inhibitors aminoguanidine (1 mM and 10 mM) gxtlromoethylamine (1 uM and 10
KM) before addition of lead. The lead-induced R@8egation was not modulated by these
inhibitors (Fig. 6).
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Figure 6: Potential role of copper containing-amineoxidases in lead-induced oxidative

burst investigated by CL.
Excised roots were preincubated 10 min with CuARitors 2-bromoethylamine or aminoguanidine before

lead exposure. Means of CL peak value + SE ofdixgeriments are reported.

Results of figure 7 showed that CL production waseddependently inhibited by the
PK inhibitor staurosporine (10 nM and 0.1 uM). ke tpresence of the calmodulin inhibitor
W7 (0.2 mM and 2 mM), a huge inhibition of CL pration was observed (Fig. 7).
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Figure 7: Potential role of protein kinases and cahodulin in lead-induced oxidative

burst investigated by CL
Excised roots were preincubated 10 min with theiftbitor staurosporine or with the calmodulin aggaist
W7 before lead exposure. Means of CL peak valug 6fJive experiments are reported. * Indicatesuseal

significantly different from lead treated roots (p&1).
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Figure 8: Implication of Calcium channel in lead-irduced oxidative burst investigated
by CL.
Excised roots were exposed to lead in presencea€i,©r were preincubated 10 min with the calcium clehnn

antagonist LaGl before lead exposure. Means of CL peak value toSfive experiments are reported. *

Indicates values significantly different from letdated roots (p<0.01).
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The role of calcium channéh the lead-stimulated oxidative burst was invedtd
using the calcium entry blocker 1aln excised plant roots exposed to lead’' (& uM and
40 pM) strongly reduced ROS production (Fig. 8),renthan 90 %. Similar results were
obtained in presence of 10 uM Cafl the culture medium. Data also showed that caiciu

inhibition is dose dependent.

3.3 Lead content in roots
In order to investigate the calcium antagonism eadlentry into the roots/f root

fragments were preincubated with Ca@l and 10 uM).
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Figure 9: Calcium completion for Pb entry into roofs investigated by ICP-OES.

Excised roots were exposed to lead in presenc@@L@0 min (Fig 9A) or 1 h (Fig 9B). Means of lead
concentration + SE of five experiments are reportéddicates values significantly different fromad treated
roots (p<0.01).

After 10 min of co-treatment, results showed tresidl entry into roots was strongly
reduced by 93 % with 1 uM of CaCGind by 90 % with 10 uM Cag{Fig. 9A). After 1 h of
incubation, for all treatments, lead uptake washéighan that of 10 min treated-roots (Fig
9B). However, lead uptake inhibition by the pregent calcium in the medium culture was
also strong. 1 uM and 10 uM Ca@rastically reduced lead uptake by respectively®and
91 %. Differences observed between 1 uM Gadid 10 uM CaGlco-treatments were not
significant.
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4 Discussion

In this study, oxidative burst was investigateddoyinol-dependent-chemiluminescence.
In excisedVicia faba roots, lead triggered a rapid and dose-dependemease in ROS
production (Fig. 1A and 1B). Results obtained igufe 2 suggested that, at least in first step,
lead-induced oxidative burst is mediated by @nd not by HO,. In plants, four biological
systems are putative sources of ROS during biatiakmotic stresses: plasma-membrane-
bound NADPH-oxidases, cell-wall-bound peroxidasasjne oxidases in the apoplast and
xanthine oxidase. In this study, specific inhibstaf these putative ROS sources were used to
determine the mechanism of lead-induced ROS geoerddur results (Fig. 4) showed that
ROS production by lead-exposed excised roots wasitse to millimolar concentration of
two widely used NADPH-oxidase inhibitors, imidazaed quinacrine (Auh and Murphy,
1995; Van Gesteleet al.,, 1997). Data also demonstrated that ROS produgtas extremely
sensitive to micromolar concentration of DPI (FJ. This compound has been reported to
inhibit the mammalian neutrophil NADPH-oxidase wityi by binding itself to the two
structural components of the protein (Doussiérel, 1999). These results underlined the
potential role of NADPH-oxidase-like enzyme in geieng ROS in lead-treatedf roots.
Using DPI, some authors suggested that cadmiuncedoxidative stress is also mediated
by an NADPH-oxidase-like enzyme (Garnier al, 2006; Olmoset al., 2003). However,
Frahry and Schopfer (1998) have shown that DPI aaa inhibit peroxidase activity. In
barley seedlings treated by Co, Cd, Cu or Al, Siowicova et al. (2004) showed that
hydrogen peroxide production is mediated by perased In this study (Fig. 4), lead-induced
ROS production was insensitive to millimolar corication of NaN, a well-known
peroxidase and cytochrome oxidase inhibitor (Keili®36). These data demonstrated that
peroxidase activation is not associated to leaddad ROS generation. Amine oxidases
(AOs) are hydrogen peroxide-producing enzymes i@y a role in defence responses to
wounding and pathogen invasion (Rsetaal., 2002; Yodaet al., 2006). In plants, two main
types of AOs are known: the copper containing-AQAQ) and the polyamine oxidase
(PAO).In vitro andin vivo, in maize mesocotyl segments, DPI has been reptotee a good
PAO inhibitor (Coneet al, 2006). Moreover, PAO activity was modulated lagmium and
copper (Groppat al.,2007). Conaet al. (2006) demonstrated that N-prenylagmatine (G3) is
a powerful and selective inhibitor of PAO activaitherin vitro or in vivo. Our data showed
(Fig. 5) that lead-induced oxidative burst was matdulated by this PAO inhibitor. Similar
results (Fig. 6) were found using the CuAO revéesibhibitor 2-bromoethylamine (Yet al.,
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2001) and with the CuAO irreversible inhibitor amguanidine (Yu and Zuo, 1997). Our
results demonstrated that AOs are not implicate®@S generation in early step of lead-
induced oxidative stress. In addition, data denratet that ROS production was insensitive
to allopurinol (Fig. 5), a well-known inhibitor dhe xanthine oxidase (Delgaéb al, 1966).

No work underlined the specific role of xanthinedase during metal stress. Romero-Puertas
et al. (1999) showed that cadmium had no effect on xastlixidase activity in cadmium
treated pea leaf peroxisomes. Moreover, metal ¢ontd also inhibit bovine xanthine oxidase
activity (Mondal and Mitra, 1996). According to thesults obtained with DPI and the other
inhibitors, data reported in this work clearly demswated the pivotal role of NADPH-

oxidase-like enzyme in lead induction of the oxinmaburst.

The inhibition of chemiluminescence production\ifiroot tissues treated by lead in
presence of the PK inhibitor staurosporine reve#thedrole of PK enzyme in lead-induced
NADPH-oxidase-like activation (Fig. 7). In mammali@ells, protein kinase C (PKC) is
involved in NADPH-oxidase activation. In PC12 celladhawet al. (2000) demonstrated that
lead modulate PKC activity. However, there are feports on the existence and functions of
PKC homologues in plants. Although PKC-like enzyawtivity has been shown in plants
(Subramanianet al, 1997), its corresponding gene in thbidopsisgenome has not been
identified. However, diacyl glycerol-dependent PIK@mologous genes have been isolated
from other plants, and showed to function in pldefense responses including production of
defensive secondary metabolites (Chandok and Spd®98; Subramaniaret al, 1997;
Vasconsuelet al, 2003, 2004). In this work, the complete inhimtiof lead-induced ROS
production by the calmodulin inhibitor W7 (Fig. 8uggested the role of calmodulin in
NADPH-oxidase-like enzyme activation. In plants)caan-calmodulin-dependent protein
kinases (CCaMKs) and calmodulin-dependent proteiades (CaMKs) are the only PKs with
a calmodulin binding domain. Although CaMKs are meHaracterized from animals and
yeast, only one putative representative is knowplamts (Watillonet al, 1995). CCaMKs
are also rare in plants and might be expresselernissues of few plants only (Poovaeth
al., 1999). Moreover, their exact roles and functionplant are not well known. Even if this
study underlined the importance of PK in NADPH @sd-like enzyme activation and
revealed a calmodulin-dependant step in lead-irdli®R®S production, the link between PK

and calmodulin is not clear.
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Our results underlined the possible relationshipivben calcium channels and lead-induced
oxidative burst inVf roots. The calcium entry blocker awas efficient in inhibiting
chemiluminescence production (Fig. 8).%Lamay block voltage-operated channels by
inhibiting not only ATPases, but also T/aH" antiporters (Bush, 1995). In plants, *Ca
transport in isolated membrane vesicles has begbuaed to the P-type-GaATPase (Bush,
1995). It has been observed that‘Limhibited linear as well as saturable cadmium kspta
kinetics. Some authors have suggested that ioay act by competing with cadmium for
plasma membrane transporters (Cobeal.,1998). In addition, similarly studies experiments
with simultaneous application of cadmium and exgHular C&" have shown a competitive
response with the inhibition of oxidative burst ®¢* (Garnieret al, 2006; Olmoset al,
2003). In this work, the results obtained with sitameous application of Gaand lead
showed the same competitive response and therbibltion of lead-induced oxidative burst
by extra cellular C4 (Fig. 8). Results obtained in Figures 9A and 9Braily suggested that
the inhibition of lead-induced oxidative burst gi@um could be due to the huge inhibition
of lead entry into the roots. Huang and Cunningl{a@96) suggested that lead entry into
plant cells occurs, at least in part, througli‘@ermeable channel. Some authors found that
cyclic nucleotide-gated channel (CNGC) may serverdsy pathways for lead in plant cells
(Sunkaret al, 2000). These proteins are similar to the mamanatiyclic nucleotide-gated
nonselective cation channels and have a calmodiroiing domain. Tobacco transgenic lines
which over-expressed a CNGC isoform NtCBP4, exéibithypersensitivity to Ph
associated with enhanced?Phccumulation. In contrast, seedlings that expresseuncated
version of this protein, from which the C-terminaith the calmodulin-binding domain was
removed, showed improved tolerance td'Plvith attenuated accumulation of this metal.
Therefore, calmodulin could modulate lead uptakeplant cell roots. Our data, which
highlighted the complete inhibition of lead-induc&®DS production by the calmodulin
inhibitor W7 (Fig. 7), could confirm these resuliBisruption of theArabidopsisCNGC1
gene, which encodes a homologous protein to NtCB&dced PH and C&" uptake into
plants (Maet al, 2006). Thus, NtCBP4 and AtCNGC1 are probabl§"@armeable channels

providing a route for PB entry across the plasma membrane.
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5 Conclusion

In summary, our results suggested that lead entmpat cells may occur via calcium-
permeable channels. Data also demonstrated thaathestep in lead-induced oxidative burst
in Vicia faba roots is strongly associated to NADPH-oxidase vation. This study
underlined the importance of a PK in NADPH-oxid#ike-enzyme activation and revealed a
calmodulin-dependant step in lead-induced ROS mtomiu However, NADPH-oxidase may
not be the only source of ROS after hours of exos8arnieret al (2006) highlighted that
cadmium-induced oxidative burst in tobacco cells wamposed of three waves of reactive
oxygen species. The first wave consisted in a iwahsNADPH oxidase-dependent
accumulation of ROS, followed by a second wave ¢f @oduction by mitochondria. The
third wave consisted in fatty acid hydroperoxideuwmulation. In this work, a transient
NADPH oxidase-dependent accumulation of ROS in-teaatedVicia fabaroots has been
observed. In addition, Romanows&aal (2002) observed that, at low concentrations, lead
significantly stimulated respiratory rate in mitocidria. All these results suggest close
mechanisms for lead and cadmium induction of RO&dymtion. Further work will be
necessary to determine other potential sources @& Rn lead-induce oxidative stress.
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B. Induction du stress oxydatif dans les racines d¥icia faba au cours
d'une exposition de courte durée au plomb : implicéon de la NADPH-

oxydase

-Avant-propos

L'étude des sources enzymatiques productrices d’aRévélé le rdle fondamental de
la NADPH-oxydase dans l'induction de la flambée datyve durant les premiéres minutes
d’exposition au plomb. Les NOX semblent jouer ule idés important dans les racines des
plantes, puisque sur les dix genes composant f@ettle multigénique, sept s’y expriment
dont cing spécifiqguement (Zimmermarat al, 2004). L'objectif de cette étude était de
déterminer si la flambée oxydative générée par lamp dans les premiéres minutes
d’exposition, et sur racines excisées, était respole du stress oxydatif évalué dans les
racines de plantes entiéres aprés une heure digrpa€hapitre IIl). Nous avons donc traité
des féeves avec 10 uM de plomb, et certaines plamtesté prétraitées avec du diphényléne
iodonium (DPI), un inhibiteur de la NOX. Nous avoésalué, sur les racines traitées,
I'évolution des mémes biomarqueurs de stress quer aralysés lors de la premiére étude
(PC, enzymes antioxydantes, peroxydation lipidiguegpendant, pour eviter les effets
potentiellement néfastes du DPI sur de longuesedur®dus avons limité I'étude a huit heures
d’exposition.

La techniqgue de chimiluminescence utilisée précédenmt n'est pas adaptée pour
évaluer la production d’ERO sur plantes entieresusNavons procédé a des mesures de
production d’ERO dans les racines de féves patatdmiques de localisation histochimique
de I'H,O, avec une solution contenant un mélange de Klanilon, et de I'Q™ avec une
solution de NBT.

-Publication-

Pourrut B. and E Pinelli. En révision avant d’éteesoumise a Physiologia Plantarum. Short
term exposure to Pb induces oxidative stress inaVi@ba roots: involvement of NADPH-

oxidase
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Abstract

The mechanism by which NADPH-oxidase mediates leddeed oxidative stress was
investigated inVicia faba (Vf) roots. The changes in the antioxidant enzymesviggti
apoplastic ROS production, phytochelatin (PC) aontand lipid peroxidation rate were
evaluated after short-term exposure (1 to 8 hpw ¢oncentrations of lead (10 uM) in the
presence or absence of the NADPH-oxidase inhibitephenylene iodonium (DPI). After 1
h, lead strongly modulated the antioxidant respoimskiced an oxidative burst in apoplast
and generated lipid peroxidation. In the preserfdeRi, some antioxidant enzyme activities
were significantly inhibited at 1 h of lead expasuLipid peroxidation and oxidative burst
were also abolished. These data suggest that NA@#&dhse is strongly involved in the early
steps of lead-induced oxidative stress. Howevesymgption of some antioxidative enzyme
activities at 4 h of lead treatment suggested ttwiwence of an alternative source of ROS.
This study also underlined the importance of ghitate during lead exposure. Our results
revealed a strong induction of glutathion reduct@Re, EC 1.6.4.2) activity that suggests a
key role for GSH in lead-induced oxidative stresgulation. GSH is crucial for the correct
operation of the antioxidative system as well asthe primary detoxification pathway
requiring PC synthesis. In our conditions, PCslsgsis had begun after 1 h of lead exposure
whereas the GSH pool remained constant.

Key words: antioxidative enzyme, DPI, glutathione, glutatteaeductase, lipid peroxidation,

Pb, reactive oxygen species.

Abbreviations: APX, ascorbate peroxidase; BHT, butylated hydtokyene; CAT, catalase;
GPOX, guaiacol peroxidase; GR, glutathione redect&SH, reduced glutathione; GSSG,
oxidised glutathione; LHPO, lipid hydroperoxidesPi, malondialdehyde; NBT, Nitro Blue
Tetrazolium; PC, phytochelatins; PCS, phytocheladynthase; ROS, Reactive oxygen
species; SOD, superoxide dismutase; TBARS, Thichaid acid reactive substance¢f,

Vicia faba
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1 Introduction

Lead (Pb) has been used since ancient times aadeiof the most widespread toxic
metals found in the environment. It enters plangsnty through the root system. However,
plants have several defense mechanisms allowingp tlee deal with heavy metal stress.
Phytochelatin (PC) synthesis is one of the prifaipsponses of plants to metal exposure and
PC enables heavy metal storage and detoxificaleethalaket al. (1997) demonstrated that
PC synthesis was very quickly induced in lead-a@aficia fabaroots. Moreoverjn vitro
study of PC synthase expressedEincoli, showed that this enzyme, which catalyses PC
synthesis, is activated by Pb ions (&tal.,1999).

When lead enters the cell it may cause a range apmological and physiological
disorders (Sharma and Dubey, 2005). One generahanexn proposed for its toxicity is
through generation of reactive oxygen species (Rf@Sylting in an unbalanced cellular
redox status (Maksymiec, 2007). In plants, leacemorted to produce ROS (Poureital,
2007) and alter the activities of antioxidant enegnfVerma and Dubey, 2003; Redetyal,
2005). Formation of lipid peroxides is a prolongamhsequence of lead-induced oxidative
stress (Griffithset al. 2000).

In plants, various enzymes have been describedbteqt the system against the damage
caused by oxidative stress. Among these is supgaksmutase (SOD, EC 1.15.1.1) which
catalyses the dismutation of,Ointo H,O,, which in turn diffuses into different cellular
compartments. In chloroplast and cytosol compartmehbO, is readily eliminated by
scavenging metabolic pathways, involving catal&&T, EC 1.11.1.6), ascorbate peroxidase
(APX, EC 1.11.1.11), guaiacol peroxidase (GPOX,ELCL.1.7). Glutathione reductase (GR,
EC 1.6.4.2) functions, in a complementary way, WAtPX in the ascorbate-glutathione cycle.
By converting oxidised glutathione (GSSG) into reslh glutathione (GSH), GR maintains
the GSH/GSSG ratio. Thus, GR is a crucial elemerthé antioxidative system (Foyer and
Noctor, 2005; Maughan and Foyer, 2006) as welhagimary detoxification pathway for the
synthesis of PCs (Asada, 1994).

Because lead (Pb) cannot readily undergo valanaagds, the mechanisms that make
lead cause oxidative stress are not clear. Only tewlear data are known about molecular
events effecting the course of lead-induced oxw@atburst. Using pharmacological
approaches with compounds such as dephenyleneiimdd®Pl) we demonstrated that lead-
induced ROS generation is mediated, at least iffitstestep, by NADPH-oxidase (Pourreit

al., 2007). This plasma-membrane-bound enzyme, whiotiymes superoxide anionsy(]) is
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also thought to mediate cadmium-induced oxidatiwess (Garnieet al, 2006; Olmo<t al.,
2003). The present paper is focused on lead-induoglécular changes iWicia faba (Vf)
roots after short lead exposure and the involveraENMADPH-oxidase in these changes. The
lead uptake by the roots, antioxidant enzyme aw®/i(SOD, CAT, APX, GPOX and GR),
lipid peroxidation and PC synthesis were analysedfiroots treated by lead in the presence
or absence of the NADPH-oxidase inhibif®|.

2 Materials and methods

2.1 Plant material and treatments

Broad beans\{icia fabal.) were germinated on filter paper moistened wiéonised
water at 25 °C in the dark. After 7 d, the plantrevgrown in a PVC tank (4 plants per tank)
containing 500 mL of aerated Hoagland solution &)y After a growth period of two
weeks, the plants were exposed to low concentmtanlead (10 uM, VWR). A stock
solution of lead nitrate in culture medium was el just before the experiments. For
investigations with the NADPH-oxidase inhibitor, DR pM, Sigma) was added to culture
medium 30 min before the start of the experimentk&ep the nutrient composition and pH
constant, solutions were renewed daily. The cultsystems were located in a growth
chamber with day/night air temperatures of 24/22ah@ relative humidity of 70/75 %. Plants
were lit 16 h per day by a 600 W Osram Nav-T Sufigh Pressure Sodium Lamp providing
a minimum photosynthetical photon flux density 605umol.n.s* at the top of the plant.
After the treatments, the plants were harveste@ rbots were rapidly washed in distilled
water and divided into two batches: in the firatended for enzyme assay, lipid peroxidation
assay and phytochelatin determination, roots wash ffrozen in liquid nitrogen and stored at
-80 °C until required. In the second batch, for ddntent measurement, lead bound to the
rhizoderm was removed as follows: root fragmentsevahaken with 40 mL of 0.001 M HCI
(VWR) for 3 min, and then 360 puL of 1 M HCI weredad to yield a final concentration of
0.01 M HCI. Atfter shaking for another 5 min, thadments were washed in distilled water,
oven-dried at 80 °C for 48 h and then weighed.

2.2 Evaluation of lead uptake by the roots

The possible inhibition of lead uptake by the rowfas tested using the NADPH-
oxidase inhibitor DPI in the culture medium.Dry t®avere mineralized in a 1:1 mixture of
65 % HNQ (VWR) and 30 % HO, (VWR) at 80 °C for 6 h. After filtration, lead
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concentrations were determined with an IRIS InttdpXDL ICP-OES. The accuracy of the
analytical procedure was verified using the refeeematerial Virginia tobacco leaves (CTA-
VTL-2, Polish certified reference material; ICHWith 22.1+1.2 ug.g Pb.

2.3 Enzyme assay

In order to evaluate the possible relationship betwNADPH oxidase-like activation
induced by lead and the enzyme involved in theoaittative pathway, lead activation of
CAT, APX, GPOX, SOD and GR were analysed in thesgmee or absence of the NADPH
oxidase inhibitor DPI.
FrozenVicia fabaroots (300 mg) were homogenised in 2 ml of icel gilosphate buffer (100
mM pH 7, Sigma) containing 10 mM EDTA (Sigma), 1%/ polyvinylpyrrolidone
(Sigma), 10 mM R-mercaptoethanol (Sigma), 5 mM dscacid (Sigma) and antiproteases
(chymostatin 10 mM and Sigma protease inhibitoktait). The suspension was centrifuged
for 15 min at 12,000 g (4 °C). The supernatant Wes assayed for antioxidant enzyme
activity. Each enzyme activity was measured agarmtotein extract-free blank. The protein
content was determined according to Bradford (19@6ing bovine serum albumin (BSA,

Sigma) as standard.

Catalase (CAT) activity was measured spectrophotocaly by following the
consumption of KO, (VWR) at 240 nm at 25 °C (Aebi, 1984). The reactimixture
contained the enzyme extract (50 pg protein) inmB® phosphate buffer (pH 7.5). Addition
of 10 mM HO; started the enzymatic reaction. The molar extimctoefficient of HO, at
240 nm was taken as 39.4Mm™. Enzyme activity was expressed as pmoles sB,H
degraded.mif.mg* protein.

Ascorbate peroxidase (APX) activity was evaluatgditie decrease of absorbance at
290 nm due to ascorbate oxidation (Nakano and Ad#i&i). The reaction mixture contained
50 mM phosphate buffer (pH 7.5), 20 mM®4, 0.5 mM ascorbic acid and enzyme extract
(45 pg protein). The amount of ascorbate oxidisexb walculated from the extinction
coefficient of 2.6 mM.cm®. The enzyme activity was expressed as pmoles @ H

degraded.mif.mg* protein.

Gluthatione reductase (GR) was assayed as the adecia absorbance at 340 nm
caused by the oxidation of NADPH (Dringen and Quette2002). This assay is based on the
reduction of oxidised glutathione (GSSG) by NADRHthe presence of GR. The reaction
mixture contained 50 mM phosphate buffer (pH 70685, mM EDTA, 1 mM GSSG (Sigma),
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0.1 mM NADPH (Sigma) and enzyme extract (100 pogtgind. The amount of NADPH
oxidised was calculated from the extinction coédfic of 6.22 mM-.cm’. The enzyme
activity was expressed as umoles of NAPDH oxidiséni*.mg* protein.

The total activity of superoxide dismutase (SOD)swveketermined by measuring its
ability to inhibit the photochemical reduction afro blue tetrazolium (NBT) according to the
method of Giannopolitis and Ries (1977). The 3 @action mixture contained 75 uM NBT
(Sigma), 2 uM riboflavin (Sigma), 13 mM methionii®igma), 0.1 mM EDTA, 50 mM
phosphate buffer (pH 7.8), and 50 pg enzyme extidw test tubes containing the mixture
were placed 30 cm below a light source (30 W flaoceait lamps). The reaction was started by
switching on the light and was allowed to run fdr thin. The reaction was stopped by
switching off the light and the absorbance at 560 An unirradiated reaction mixture that
did not develop color served as the control, amnd@lisorbance was subtracted from that of the
test tube. One unit of SOD activity was definedhas amount of enzyme required to cause
50 % inhibition of NBT reduction.

Guaiacol peroxidase (GPOX) activity was measuredfdipwing the decrease of
absorbance at 470 nm due to guaiacol oxidation. réaetion mixture contained 50 mM
phosphate buffer (pH 7.5), 4 mM guaiacol (SigmaQH15 mM)and enzyme extract (70 pug
protein). The amount of guaiacol oxidised was dated from the extinction coefficient of
26.6 mMi.cm’. The enzyme activity was expressed as pmoles afagol oxidised

(GO).min*.mg* protein.

2.4 ROS histochemical detection

The production of @ in vivowas visualized by incubating microtome-cut roattess
5 min in 10 mM K-citrate buffer (pH 6.0) containifig5 mM NBT (Frahry and Schopfer,
2001). H202 production was monitored by stainingSaenin root sections with the Kl/starch
reagent, which was composed of 4 % (w/v) starch @t M KI adjusted to pH 5.0 with
KOH (Barcelo, 1998). Stained sections were plaaea anicroscope slide with a coverslip,

then observed and photographed under a Olympussciape.
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2.5 Induction of phytochelatins and glutathione

To determine the relationship between lead, NADRHase-dependent ROS
generation and PC synthesis, PC and GSH contemts evaluated as described previously
(Béraud et al. 2007).

2.5 Evaluation of lipid peroxidation

The TBARS assay is the most commonly used to asgedperoxidation. However,
malondialdehyde can only be formed from fatty acwdéh three or more double bonds
(Halliwell and Gutteridge, 1989) and plant rootstiss mainly contain high levels of 18:2
(A3, Thus, to determine the lead-induced oxidativenaige to the membrane and the
potential role of NADPH-oxidase in this damage gahen, lipid hydroperoxides (LHPO)
were assayed according to Griffitesal (2000) inVf roots treated by lead in presence or in
absence of DPI.

FOX2 reagent was prepared according to a methodrided previously(Nourooz-
Zadeh et al, 1995). Xylenol orange (1 mM, Sigma) and ammonitemrous sulphate
(2.5 mM, Sigma) were dissolved in 250 mMS®, (VWR). This concentrated reagent was
diluted by a 1:9 volume of HPLC grade methanol (V)M®ntaining4.4 mM butylated
hydroxytoluene (BHT, Sigma) to make the working FDp¢agent which comprised 250 uM
ammonium ferrous sulphate, 100 uM xylenol orangem®1H,SO;, and 4 mM BHT in 90%
(v/v) methanol.

Total lipids were rapidly extracted from tissuesrbgdificationof the previously used
method (Bligh and Dyer, 1959) accorditg Griffiths et al (1997). All proceduresvere
performed in dim light at 4 °C using chilled solt®(containing BHT, 0.01% w/v). Root
tissues (approximatel®.2 g fresh weight) were homogenized with a peattd mortar
containing 1 mL acetic acid (0.15 M, VWR) and 7.% rhloroform/methano(1:2, v/v;
VWR). The pestle and mortar were rinseith 2.25 mL chloroform and combined with the
extract to whictwas added 2.25 mL distilled water. The suspensias eentrifuged 5 min at
800 g and the lower chloroforphase containing the lipids was removed and algjuot
dispensednto microtubes. Chloroform was then evaporatedeumd. The pellets were
resuspended in 100 pL HPLgtade methanol. The samples were left to incubht®an
temperature for 30 min in the dark. 900 uL of tl@XR2 reagent were added. The samples
were again incubated at room temperature for 30then centrifuged for 10 min at 2,400 g.

Absorbance of the supernatant was measured atri6Uhe concentratioof hydroperoxides
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was determined using the molar absorption coefficief 6.0x1d M™.cm® derived for

standard linoleate hydroperoxide (Gayal, 1999).

2.6 Statistical analysis
Results were expressed as mean = SD of three $epearperiments. For each
experiment, statistical analysis was performed gigine-way ANOVA and the multiple

comparison method of Tukey (Keppel, 1973).
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3 Results

3.1 Lead accumulation in roots

In order to investigate the possible antagonisnbBf on the uptake of lead by the roots,
Vicia faba were incubated with lead (10 uM) in firesence or in absence of the NADPH-
oxidase inhibitor DPI (1 uM). The data reportedrable 1 demonstrate that lead uptake was
high during first hour of incubation (37.8 + 1.2.g§ DW). However, uptake then only
increased slightly between 1 h and 8 h of treatni@Rt did not affect Pb uptake by the roots
(Table 1).

Pb content (ug.g' DW)

Time (h)
Pb treatment Pb + DPI treatment
0 n.d. n.d.
1 37.8+1.2 36.1+2.1
4 493 +2.7 50.2 + 3.6
8 61.3+4.5 62.1 +3.9

Table 1: Influence of Pb, DPI and Pb+DPI treatmenton the lead uptake byVicia faba
roots.

The values are means of three individual experimevith triplicates + standard deviation (S.D.)..n=dnot
detected
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3.2 Enzymatic antioxidant response ifVicia fabaroots

Antioxidant enzyme activities in response to ledd (M) are shown in Fig. 1. After 1
and 4 h of lead exposure, SOD activity in the plawts was more than 1.5-fold higher than
in controls. Then it decreased to basal level. Rinetics of CAT activation were different.
After lead exposure, CAT activity decreased sigatfitly (more than 25 %) whatever the time
of exposure. In the case of GPOX, its activity Wiestly reduced (more than 68 %) at 1 h of
lead exposure then elicited at 4 h, up to 130 %entizain the control plants. After 8 h, GPOX
activity decreased to the control level. Unlike GRGAPX activity showed a rapid and
significant activation (10 %) at 1 h of lead inctiba. Then, APX activity decreased to basal
levels. At 1 h of lead exposure, GR activity in@ea strongly, up to 560 %. Then, at 4 h, a
huge decrease of GR activity was recorded, althdatugfiiil remained 2.5 fold higher than in

the controls. After 8 h of exposure it also deceea® basal level.

3.3 Effect of DPI on antioxidant response inducedyblead

Modifications of lead-induced-antioxidant respoigeDPI are also reported in Fig. 1.
At 1 h of lead exposure, DPI co-treatment compyeitghibited lead-induced SOD activation.
In these conditions, SOD activity was 33 % lowanthhe untreated plants. At 4 hours, in
presence of DPI and lead, SOD activity increasetlthis induction remained lower than in
lead-treated plants. Then, at 8 hours of co-treatr8D activity decreased to the control
level. The NADPH-oxidase inhibitor had no signifitaeffect on lead-induced modification
of CAT activity, whatever the time of incubations Areviously observed for DPI alone, co-
treatment with lead and DPI almost abolished GPOXi#y. By contrast, lead-induced-APX
activity was strongly increased in the presencéBt whatever the exposure time. In the
presence of DPI, lead-induced GR activation wastabaly reduced (around 9-fold) at 1 h of
co-treatment. At 4 h of co-treatment, DPI strongfiynulated lead-induced-GR activation to
about 2 fold lower than that of lead treatment alofhen, GR activity still increased up to 5
fold higher than in control and in lead-treatedhpda

3.4 ROS histochemical localicalisation

In vivo ROS productions were detected using histochentiealisation. Our results
shown that @ and HO, were detected in root apoplasm after 1 h of lequbsure (Fig 2).

After 4 and 8 h, ROS could not be observed (datainown). However, in our conditions, the
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exposure time to staining reagent was to shoreteal ROS inside cells. Results obtained in
DPI co-treated plants shown that DPI totally pregdrROS generation (Fig. 2).

E ‘I".-' :f' w-':'k E F s
Figure 2: Histochemical assay for HO, (A, B and C) and @~ (D E and F) detection in
Vicia fabaroots.

A and D : control; B and EV/f roots treated with 10 uM Pb for 1 h ; C and\A roots co-treated with lead and
DPI.

3.5 Evaluation of lipid peroxidation

In order to estimate the lead-induced oxidative agento membrane, lipid derivatives
were evaluated by the FOX2 spectrophotometric ntkthead was found to increase strongly
LHPO level (around 1.6-fold higher than in untreamdants) at 1 h (Fig 3). However, this
increase was transient and LHPO returned to coigkals at 4 h. Co-treatment with DPI
totally prevented lead from generating LHPO. Lipigtroperoxides remained at basal levels
until 4 h. However, after 8 h DPI co-treatment @ased LHPO concentration under control
level.

183



Partie IV : Mécanismes oxydatifs impliqués dans la toxicité du plomb

= 6 - *
i
o 5.
g
£ 44
c T T
9 i T T *
= 3 T 1
& 2
& ]
c
S 1.
&
T 0 % | | & | ﬁ |
|
0 1 4 B
Time {h)

Figure: 3: Influence of Pb, DPI and Pb+DPI treatmerns on the lipid peroxidation in

Vicia fabaroots was evaluated with FOX2 assay.
Grey bars : control; Drawing bars : Pb; Black bafb + DPI. Results are the means of three indep#nd

experiments + SD (n=3). * Indicates values sigaifity different from controls (p<0.01).

3.6 Estimation of thiol content

Induction of phytochelatin (PC) synthesis and etrotuof GSH pool were monitored
using HPLC. In the absence of lead no PC was daetaotVf whole plant roots (data not
shown). In lead-treated roots, PC accumulation bmegay quickly (Fig. 4). Indeed, PC
synthesis had already begun at 1 h (0.84 nmol ateriv GSH.g FW). After 1 h, PC
synthesis carried on until 8 h in a nearly lineayw1.89 nmol equivalent GSH:g"W). In
our conditions, only P£were detected until 8 h of exposure. At 8 and 1 theatment, PC
and PG were also detected. However, R€presented 95 % of total PC (data not shown).
Co-treatment with DPI did not modified the kinetmklead-induced PCs synthesis (Fig. 4).
Unlike PCs, values of GSH content did not show sigpificant change during any of the

treatments (data not shown).
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Figure 4: Effects of different treatments on phytobelatin content changes irVicia faba

roots was investigated by HPLC.

Vf whole plants were treated with 10 uM Pb@Jdark triangle). The potential role of NADPH-ox#&tain
lead-induced PCs synthesis was also investigatedf ico-treated with lead (10 uM) and 1 pM DPI (dark
square). Results are the means of three indepeagpatiments + SE (n=3).
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4 Discussion

In previous work, we demonstrated the efficiencyttef NADPH-oxidase inhibitor DPI
to significantly inhibit lead-induced ROS productim Vicia fabaroots (Pourruet al, 2008).
Based on this pharmacological tool, the aim of pmesent work was to investigate the
potential role of NADPH-oxidase in early steps e&d-induced oxidative stress in whole
plant roots.

Results presented in this work showed that leadkeptvas high after 1 h of lead
treatment (10 uM) and increased slightly betweemd 12 h of exposure (Table 1). Results
obtained with DPI showed that this uptake was ritgcted by the use of this NADPH-
oxidase inhibitor (Table 1). Previous results aledi with simultaneous applications of lead
and C&" or the calcium uptake blocker Yasuggested that lead uptake by root cells may
occur via calcium-permeable channels (Pouetual.,2008). Even if some calcium channels
are activated by ROS produced by NADPH-oxidase €ifan et al, 2003), our results

demonstrated that lead entry into roots is indepehdf NADPH-oxidase.

Our results suggest that lead induced a strongatix&l burst inVicia fabaroots. Low
concentration of lead modulated some of the keymes of the antioxidant defence system
in Vicia fabawhole plant roots (Fig 1). Cellular,B; level is determined by the rate of®}
production by SOD and catabolism via catalase, yi@ases and the ubiquitous ascorbate-
glutathione cycle. This cycle involves ascorbateopielase, dehydroascorbate reductase and
glutathione reductase. In addition, APX and GR ardispensable components of the
ascorbate-glutathione pathway which is requiredcvenge kD, and to maintain the redox
state of the cell (Asada, 1992; Noctor, 2006). Aftee hour of treatment, lead activated SOD

and the enzymes of Asada-Halliwell-Foyer pathwafR (&d APX). These results suggest

O,  generation and D, formation due to the SOD activation. This hypothés confirmed
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by histochemical assays which revealed @Qnd HO, generations in root apoplast (Fig. 2).

Our data also suggest that this ROS productiorctaffiecell components such as membrane
phospholipids and induced a strong lipid peroxmhatiFig 3). All these results highlight the
fact that Pb generated a strong oxidative stre$4cia fabaroots apoplast. Such a quick and
strong apoplastic oxidative burst has already breported by many authors working with
cadmium or copper (Garniet al, 2006; Sgherret al, 2007). These authors observed that
the oxidative burst was strongly associated witNADPH-oxidase activation. Our results
demonstrated that the NADPH-oxidase inhibitor, D&tally prevented ROS generation (Fig.
1 and 3) and lipid peroxidation (Fig. 2). This ress in agreement with our previous work
which demonstrated the NADPH-oxidase dependentyataxh of anion superoxide iNf
roots exposed to same concentration of lead (Poetl, 2008). All these data underline the
implication of NADPH-oxidase in lead-induced oxidatburst inVicia fabaroots apoplast.
After 4 h of treatment, SOD, GPOX and GR activitresre induced (Fig. 1). However,
neither ROS in apoplast (Fig. 2) nor lipid peroxida (Fig 3) were detected. Co-treatment
with DPI was enabled to totally inhibit lead-inddc&OD and GR activations. In these
conditions, GPOX activity was also completely aflodid and APX activity was strongly
stimulated. However, GPOX inactivation could beoassed with direct interaction between
GPOX and DPI (Frahry and Schopfer, 1998). APX ostivation seems to balance DPI-
induced GPOX inactivation as we as well observedfiplants treated with DPI alone (data
not shown). Taken together, all these data sughertypothesis of an alternative source of
ROS remote from the plasma membrane. Gamtieal. (2006) identified mitochondria as a

source of ROS in cadmium-treated tobacco. Thedeemibbserved a first transient NADPH
oxidase-dependent accumulation of ROS, followedalsecond wave of O production by

mitochondria. Romanowskat al. (2002) also observed that at low concentratiorad |

significantly stimulated mitochondrial respiratiddonsidering the fact that our histochemical
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tool was incapabled of detecting ROS inside cells,results obtained with this approache do
not undermine this hypothesis. Results obtained le&d-treated plant (Fig 1, 2 and 3) also
demonstrated that the lead-induced oxidative buest transient irVicia fabaroots and did
not last until 8 h of treatment

Results of Fig. 1 also revealed that catalase wgrsfisantly inhibited whatever the
treatment. CAT inactivation by lead was often reégain literature (Verma and Dubey, 2003;

Chenet al, 2007; Wanget al, 2007a). Kono and Fridovich (1982) reported tbatialase
could be inhibited by @ flux. The possible inhibition of catalase by laaduced-Q~ flux

could in part be supported by the enhanced SODRigctwhich was 1.5 fold higher than in
control plants at 1 and 4 h of lead treatment (BigHowever, in the presence of DPI, CAT
activity was not significantly different from thaf lead-treated plants. This suggested that (i)
CAT inhibition observed in lead-treated roots wast a consequence of an interaction
between ROS and this enzyme; (ii) lead-induced Gatiibition could be due to a direct
interaction between Pb and this enzyme. This hwgsihis supported by the Pb dose-
dependent inhibition of CAT reported in several keor(Verma and Dubey, 2003; Chenal,
2007; Wanget al, 2007a). Lead ions could substitute iron ionsha tatalase porphyrin

hemes.

The second conclusion of our work is that GSH aRdply a pivotal role in combating
stress induced by low concentration of lead. GSHnwlved in different detoxification
pathways: (i) GSH is used in the Halliwell-Asaday€ocycle to regenerate ascorbate which
is needed by APX to reduce,® ; (ii) various free radicals and oxidants, andtipalarly
H,0O,, are able to directly oxidise GSH to GSSG ; @i$H is the precursor of phytochelatins
(PCs) which are thought to play an important roldeiad ion detoxification (Mehrat al,

1995; Piechalalt al, 2002). Piechalakt al (2002) reported that Micia fabaroots, after 2
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h of treatment, lead induced a strong decreaskerGiSH pool and also rapid generation of
PCs. Our findings also showed rapid PC synthesimgluhe first hours (Fig. 4) but, in our
conditions, the GSH pool remained constant (datashown). This difference between our
results and those of Piechalak al. (2002), obtained on the same plant species, coeld b
explained by the difference in stress intensityekd, these authors used a 100-fold more
concentrated solution of lead. It was also founat tihe GSH pool increased or remained
constant in lead-treated spruce (Supalketval., 2007) or coontail (Mishrat al, 2006). Our
data suggest a pivotal role of GR in combating mthuced oxidative stress and its
involvement in regenerating GSH as previously olesrby Verma and Dubey (2003) in
lead-treated rice. Indeed, after 1 h of lead exEgBR activation reached 560 % while the
APX activity only increased by 10 %. This huge G&ation underlines the pivotal role of
GSH inVfroots in response to lead, as previously obsearvédabidopsis(Leeet al.,2005).
Results obtained in co-treated plants revealed éif@e in GR activation in comparison with
the one observed in lead-treated plants (Fig. bweéver, GSH pool was not affected (data
not shown) whereas GSH demand for APX activity (Riy PC synthesis (Fig 4) and for
direct chelation of lead, was not reduced. The ahfference between plants of the two
treatment groups was the absence of the initiadlaikie burst in DPI-treated plant. These
results strongly support the GSH implication inedir detoxication of ROS or ROS-related

products such as lipid peroxides.
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5. Conclusion

In conclusion, our results show that, after shentnt exposure to Pb, NADPH-oxidase
activation strongly modulated the antioxidant res@oand led to lipid peroxidation. These
data indicate that the early steps of lead-induedative stress in wholicia fabaroots are
strongly associated to NADPH-oxidase activationr €udy also underlines the importance
of GSH and GR during lead exposure. Indeed, GR appeto be the key enzyme in
combating the negative effects of Pb. This enzymaetains the GSH pool constant which is
crucial for the antioxidative system and for theémary detoxification pathway involving
synthesis of PCs. Although an NADPH oxidase-likeyame plays a pivotal role in the early
steps of lead-induced oxidative burst, our resalé® suggest that this enzyme could be not

the only source of ROS after a few hours of exposoilead.
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Dommages sur I'ADN induits par le plomb: implicaton des espéces

réactives de I'oxygene

-Avant-propos

La production d’ERO est considérée comme l'unecdeses majeures de la toxicité des
meétaux lourds (Stohs and Bagchi, 1995). Leur reid&tiou celle de leurs dérivés lipidiques,
avec les molécules biologiques est en partie reside@ de la génotoxicité des métaux
(Kasprzak, 2002). Les études précédentes, réalméesours de ce travail de thése, ont
clairement mis en évidence l'induction d’'un stresydatif induit par le plomb. Un travail
précédemment mené au laboratoire avait révélét' efastogene du plomb sur les racines de
Vicia faba(Loudes, 2002).

Au cours de cette derniere étude, nous avons dugrciee a savoir si le stress oxydatif
généré par le plomb pouvait induire une génotaxiddans un premier temps, nous avons
mesuré la génotoxicité du plomb sur les racinefedes, en évaluant son pouvoir clastogene
par le test des micronoyaux, et son potentiel &iggrdes cassures sur les brins d’ADN par le
Comet assay. Dans un second temps, en pré-inclésardcines avec de la vitamine E, un
puissant antioxydant, nous avons cherché a eévdlimplication des ERO dans la
génotoxicité induite par le plomb.

Nos travaux précédents ont également mis en lurtiigmglication de la NOX dans la
toxicité du plomb. Son rble dans la génotoxicitécdemétal a également été évalué en pré-
incubant les racines de feves avec du DPI. Lesra®pgitations ne sont pas encore achevees,

et les résultats préliminaires seront exposés arsate la discussion.

-Publication-

Pourrut B., J. Silvestre and E Pinelli. En préparatLead induced DNA damage Vicia

fabaroots: potential involvement of reactive oxygeeaps
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Abstract

Lead genotoxic activity was investigated iMicia faba whole plant roots grown
hydroponically under controlled conditions. Forstburpose, lead genotoxicity was studied in
presence or absence of vitamin E. Lead-induced RidAages irVicia fabaroots were
evaluated by comet assay, which allowed the detecf DNA strand break andicia faba
micronucleus test, which revealed chromosome ati@nsa Direct interaction of lead with
DNA strand was also evaluated in acellular comsawsThe results clearly indicate that lead
induced DNA fragmentation in a dose-dependant nranith a maximum effect with 10 uM.
In addition, at this concentration, DNA damagesetidependently increased until 12 hours.
Then, a decreased in DNA damages was recorded.stiggests the activation of different
system in DNA repair and plant cells detoxificatidine study of direct interaction between
DNA and lead reveals that DNA breakages were re@ated to the direct effect of lead on
DNA. The significant induction of micronucleus alssinforced the genotoxic character of
this metal. The total inhibition of the genotoxiifeet of lead after pre-incubation of whole
plant roots with 10 uM vitamin E reveals the majole of ROS in lead genotoxicity. These
results highlight, for the first timen vivo and in whole plants, the relationship between ROS,

DNA damages and chromosomic aberrations inducddauy

Key words: Comet assay, genotoxicity, micronucleus test, felctive oxygen species,

vitamin E.

Abbreviations: DS break: double strand break; MDA, malondialdihyMN, micronucleus
test; ROS, reactive oxygen species; SS break,esstgind breakyf, Vicia faba
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1 Introduction

Lead (Pb) is one of the most useful metals, it$® ane of the most toxic (Shotyk and
Le Roux, 2005). The heavy use of lead has causdzhlgtontaminations of air, water and
soil. Multiple researches found that lead can causairological, haematological,
gastrointestinal, reproductive, circulatory, andmuonological pathologies (Patrick, 2006).
Moreover, the International Agency for ResearchCamcer listed inorganic lead compounds
as 2B chemicals (IARC, 1987; Pulido and Parrist®30In plant, lead has been described to
influence various morphological, physiological abmchemical process. Pb is known to
strongly inhibit plant growth, root elongation, degermination, seedling development,
transpiration, chlorophyll production, lamellar argsation in chloroplast and cell division
(Wierzbicka, 1995; Patrat al, 2004). However, only limited data are available lead
influence on plant genetic material. It has beeseoked that Pb induced chromosomal
aberrations, micronucleus induction, somatic poiatations, homologous recombination and
single strands break (Rucinskaal, 2004). InVicia fabaroots, lead shortened mitotic stage
and prolonged the interphase, thus prolonging #ik aycle (Patraet al, 2004). At low
concentrations (below 10 uM) lead increased theotiniindex but decreased it at higher
concentrations. Pb also dose dependently incretheettequency of micronucleus (Patta
al., 2004).

Lead genotoxicity mechanisms are complex and atey@iowell understoodin vitro
studies demonstrated that lead interacts with praaed nucleic acids, particularly at the
sulfhydryl group and the phosphate backbone (Gexbal, 1980; Tajmir-Riahet al, 1993).
Lead decreases the fidelity of DNA polymerases pa&rdurbs DNA and RNA synthases. Pb
may also acts as co-carcinogen because it synealjigtpotentiates UV light and alkylating
carcinogens genotoxicity (Hartwig, 1994). In adufti ascorbic acid can reduce sister-
chromatid exchanges caused by lead, implying thest fadicals may play a role in lead
genotoxicity (Dhiret al, 1993). Using a plasmid relaxation assay, Yagal. (1999)
demonstrated that high concentrations of lead ptenidNA strand breakage and 8-

hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) adducts in DNA tigtoa Fenton-like reaction.

In previous work, we demonstrated that early stepead-induced oxidative burst in
Vicia faba roots was strongly associated with the NADPH-oz@activation and O
production (Pourruet al, 2008). In mammal cells, it is assumed that lgabices DNA

damages through excessive productions of reactkygem species (ROS) and aldehydes,
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such as malondialdehyde (MDA) (Xet al, 2008). However, in plants, DNA damages
induction mediated by lead remains unclear. Thedithis work was to investigate the role
of ROS in lead-induced genotoxicity. For this pueoDNA damages were studied in lead-
treated plants, in presence or absence of vitamapgdwerful scavenger of ROS and soluble
lipid by products of oxidative stress (see for eswiwWang and Quinn, 2000). Pb-induced
DNA alterations inVicia fabaroot cells were evaluated using (i) comet assdychvallowed
the detection of DNA strand beak and Viigia fabamicronucleus test (MN), which revealed
chromosome aberrations. Direct interactions betwead and DNA were also evaluated by

acellular comet assay.

2 Materials and Methods
2.1 Plant material

The Vicia fabacultivar "aquadulce"” (Tezier, France) were usedfia@ study Dry seeds
of Vicia fabawere soaked for 24 h in deionised water, the seatsovere removed and the
seedlings were allowed to germinate between twertapf moist cotton. After 3 days, the
primary roots at about 2-3 cm in length were imradrg1 aerated Hoagland’s solution and
their tips cut off in order to let the secondargteogrow. Four days were necessary to obtain

secondary roots of suitable length (1-2 cm) fordtierent tests.

2.2 Cellular comet assay

Comet assay were performed according to Gichaeral (2004) with some
modifications.Vicia fabaroots were treated, at 20 °C, in darkness, witfediht Pb(NQ).
concentrations (1, 5, 10, and 20 uM) for 8 h, opMfor 1, 4, 8, 12, 16 and 20 h. Negative
control were put in Hoagland’s solution withoutdefar the same exposure durations while
positive control were incubated with 35 uM@®3 for 1 h. Maleic hydrazine cannot be used as
positive control in Comet assay (Gichner, 2003)otder to evaluate the implication of ROS
in lead-induced genotoxicity, some plants were lratad witha-tocopherol (10 uM) alone
during 7 h or 1 h before 10 pM lead exposition if@y6 h).

After seedling treatment, excised roots were rinseglater and placed in a 60-mm petri
dish kept on ice and spread with 1.5 mL of cold RB&er (NaCl 130 mmol.tt, NaHPO,
7 mmol.Lt, NaHPO, 3 mmol.L*, EDTA 50 mmol.I*, pH 7). Using a fresh razor blade, the
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roots were gently sliced. The plate was kept tiitedhe ice so that the isolated root nuclei
would collect in the buffer. The suspension witkeased nuclei was cleaned of debris by
filtering through a 20 pm nylon cloth. All operat®were conducted under inactinic red light

to avoid light-induced damage.

Regular microscope slides were dipped into a smutf 1 % normal melting point
(NMP) agarose prepared with PBS at 50 °C, driedroghbt at room temperature and kept dry
in slide boxes until use. Onto each slide, a nudeapension (5QL) and 1 % low melting
point (LMP) agarose (5@QL) prepared with PBS were added at 37 °C. The nacid the
LMP agarose were gently mixed and 80 pL aliquotecgdl on a microscope slide with a
coverslip. The slide was placed on ice for a mimmaf 5 min. Next, the slides were rinsed
with 400 mM Tris buffer and were placed in an hontal gel electrophoresis tank containing
freshly prepared cold electrophoresis buffer (1 WBAEDTA and 300 mM NaOH, pH >13).
The nuclei were incubated for 15 min to allow thiAto unwind prior to electrophoresis at
0.72 V.cm™ (26 V, 300 mA) for 15 min at 4 C. After electraphsis, the slides were rinsed 3
times with 400 mM Tris, pH 7.5, stained with gD ethidium bromide (qug.mL‘l) for
5 min, dipped in ice cold water to remove the egcethidium bromide and covered with a
coverslip. For each slide, 50 randomly chosen mugskere analyzed using an Olympus

fluorescence microscope with an excitation filtEbd0-560 nm and a barrier of 590 nm.

A computerized image analysis system (Komet ver&idn Andor Technology) was
employed. The DNA per cent in tail was used as pghmary measure of DNA damage
according to Hartmanet al. (2003). Three slides were evaluated per treatraadt each
treatment was repeated at least three times. Fhemrdpeated experiments, the averaged
median DNA per cent value was calculated for eaghtient group from the DNA per cent
value of each slide (Lovedit al, 1999).

2.3 Acellular comet assay

Several solutions were tested to perform acellatanet with Pb(N@.. The problem
was to avoid lead precipitation while avoiding DNikgradation. SCGE slides with nuclei
from untreated root cells were prepared as outlaeave and the slides were immersed in
solutions of 1 M NaCl-10 mM Trizma containing 10 Rb(NG),. for 1 h at 4 °C. Negative
control slides were immersed in the same solutidhout lead while positive control were

incubated in the same solution with 8 uMQ4. After the treatment period, the slides were
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rinsed three times for 5 min by immersion in co@4nM Tris buffer, then electrophoresed

and analyzed as described earlier.

2.3 Lead content Analysis

Lead content analysis was realized as previousdgrdeed (Pourruet al, 2008).Vicia
fabaplants roots were exposed to 10 uM of lead nitratdoagland solution during different
time (0, 4, 8, 12 and 24 h). Roots were collected r@apidly washed in distilled water. Lead
bound to the rhizoderm was removed as follows: fragts were shaken with 40 mL of
0.001M HCI during 3 min, and then 360 mL of 1M H@kre added to yield a final
concentration of 0.01M HCI. After shaking for anettb min, roots were washed in distilled
water, oven-dried at 80 °C for 48 h, and then deight. Roots were mineralized in a 1:1
mixture of 65 % HN@and 30 % HO, at 80 °C over 6 h. After filtration, lead concextions
were determined with an IRIS Intrepid Il XDL ICP-SEThe accuracy of the analytical
procedure was verified using a reference matexafinia tobacco leaves (CTA-VTL-2,

polish certified reference material; ICHTJ).

2.4 Micronucleus test

The Vicia testwas carried out according to Ma al., (1995). Exposure time was 30
hours for the negative control, and 6 hours forNe€R),-treated groups, followed by a 24
hours recovery period. The tested concentratiorPlofNG;), were 1, 5 and 10 pMro
evaluate the potential role of oxidative burst @ad-induced MNVicia faba roots were
treated with 10 pMa-tocopherol, 1 hour before lead treatment. The ctlireffect of
a-tocopherol was evaluated by exposure/amfia fabaroots to 10 pMu-tocopherol during 7
hours, followed by a 24 hours recovery period. &ach experiment, five seeds were used per
treatment. Maleic hydrazide (40 pM) was used agtipescontrol. Aerated Hoagland’s
solution was used as negative control. After tresmtimroot tips were fixed in Carnoy’s
solution (glacial acetic acid/ethanol 1:3) at 4 fa€ one night. They were transferred into
70 % ethanol for storage. They were then hydrolyiped N HCI at 60 °C for 5-7 min. Five
slides were prepared for each of the five seedterAtaining the root tips with 1 % aceto-
orcein, the interphase cells (as defined by &faal., 1995) were scored for micronuclei

frequencies under a 1000 X magnification. Five gama cells per tip were counted. In order
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to avoid underestimation of micronuclei frequencye do impaired cell proliferation rate, the

MN test was performed only on root tips with a mdaendex superior to 2 %.

2.5 Statistical analysis

A statistical analysis was performed on the colldaiata. One ANOVA Way test was
conducted to obtain F values and MS errors. Tukégs (Keppel, 1973) was used to
determine the level of significance against theatigg and the positive control values in each

experimental series.
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3 Result and Discussion

The comet assay in alkaline conditions reliablyedet single strand (SS) and double
strand (DS) DNA breaks levels, even at very low dgenlevels. SS and DS DNA breaks
result from numerous reaction types: base and atideeexcision repair, direct scission of the
DNA backbone by chemical or radical attack, scisgmlowing the binding of intercalating
agent, endonuclease or topoisomerase action, d#tale DNA adduct and alkaline labile
sites (Horvathovat al, 1998; Gichneet al, 2008). Figure 1 illustrated the DNA-damaging
effect of lead applied for 8 hours on rootsMitia faba The data of the cellular comet assay
with increasing concentrations of lead (1-20 uMpgacly demonstrated a significant
augmentation in the averaged of DNA per cent ih taam 23 + 1.2 % (negative control) to
64 £ 2.1 % after a 20 pM lead treatment (P<0.0hjesk results indicate that the DNA
amount liberated from the nuclei dicia fabaroots is correlated with the external lead
concentration, as previously described by Rucirlka. (2004) in Lupin root tips. These data

also reported that the maximum effect was obseavd® puM of lead.

80
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Figure 1: Lead dose effect on DNA strand breakagesaessed by comet assay in whole

Vicia fabaroots.

The negative control (NC) was realized by rootsubation in Hoagland's solution without lead for th@me
exposure durations (8 h). The positive control (R@)s realized by roots incubation with 35 puMQ4 in
Hoagland'’s solution duringy h. Each treatment was repeated at least thress tifach value represents mean +

SE of three separate experiments. * Values signifly different from the control (P<0.01).

The figure 2 illustrates the DNA damages inducedl®yuM of lead nitrate in function
of time. The results show that, after 4 hours giasition, DNA strand breaks increased of

about 14 % in comparison with the control. At 4 tsoof lead incubation, a strong and
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significant increased in DNA strand breaks was mded, with a maximum effect at 12 hours
(72 % + 1.7 of tail DNA). After this time, DNA stna damages decreased constantly until 20

hours.

100

TAIL DNA (%)

0 4 8 1'2 1.6 2.0

Time (h)
Figure 2: Time dependent DNA strand breakage indua by lead nitrate in whole plant
roots.

Vicia fabaroots were incubated witm) or without @) 10 pM lead nitrate in Hoagland’s solution. Eactiue

represents mean = SE of three separate experiniéradues significantly different from the contr(®<0.01).

Lead (10 puM) kinetic accumulation Wicia fabaroots is shown in figure 3. Data reveal
that lead entry into the roots was very fast (1u855° DW.h) between 0 and 4 hours, and
reached 46.5 + 6.5 pg'gOW. Then, lead rate uptake decreased (2.53uBw.h") and
became constant; the maximum lead content was edaath24 hours (97.2 + 6.9 ug.pW).
This rate uptake is in agreements with findingsifiidedelkoska and Doran (2000) in several
plants treated by Cd, Ni or Cu. Accumulation od@a plant roots has been reported by many
authors (see for review Patet al., 2004). These results illustrated the fast uptaké a
accumulation of lead int&/icia faba roots during the first hours of exposition. In rdla
system,in vivo, salt solubility in solution is of primary importee. The dissociation degree
and the cation availability quantitatively affetietaberration number. It has been reported
that lead effect are directly related to exposuwreade and duration (Steinkellredral, 1998;
Rucinskeet al,, 2004). However, while lead stilled uptake afterhours of culture, a decrease
in DNA damages was observed. If this result seenesttly correlated to DNA repair systems
induction, it could also be associated to a rapid efficient system of lead detoxification in
plant symplasme (Wierzbicka, 1998). This systemunies chelation by organic or amino
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acids (Wierzbickaet al, 2007) or by phytochelatins (Piechalktkal, 2002) and sequestration
in vacuole (Piechalaket al, 2003), or plasmatubule (Wierzbicka, 1998). Altbbou
Wierzbicka (1998) and Piechalak (2002, 2003) shothed Pb detoxification was quickly
activated; our results indicate that these detcatiibn and repair systems became only

efficient after 12 hours of lead exposition.
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Figure 3: Lead kinetic uptake into roots exposed td0 uM of lead nitrate in Hoagland’s
solution.

Lead concentrations into the roots were evaluatgd I®P-OES. Each point represent means of lead
concentration + SE of five experiments.

Isolated nuclei embedded in agarose on slides are sensitive to stress than nuclei
into a cell protected by they cell wall. Therefdreatment longer than 2 hours cannot be
applied in the acellular comet assay as even domticei are severely damaged, resulting in
a strong increase in DNA per cent in tail (Gichm¢ral, 2004). Results obtained with
acellular comet assay reveal that 10 uM of leachdiddirectly induced DNA damages after 1
hour of incubation (28.05 % + 1.72 of tail DNA ftire control vs 30.28 % + 1.47 for lead).
These results confirm those of Valverteal. (2001) that did not found DNA damage due to
direct DNA-lead interaction in different mouse cslpes. These data also confirm Hartwig
hypothesis (1998). This author proposed that dgecbtoxic effect of metal are rather weak
and/or restricted to high concentrations (more thamM). These results suggest that lead
genotoxicity was mediated by another indirect patywin view of the lead-induced ROS
production in plant roots (Przymuski et al, 2007; Pourruet al, 2008) and according to
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Rucinskaet al. (2004), the induction of an indirect mechanismglsas oxidative stress is
suggested.

It appears that many of lead genotoxic effect immeal cells are mediated by ROS
and/or the lipids soluble byproducts of oxidatite@ss such as MDA. To identify the potential
role of ROS in DNA alterationsyicia faba plant roots were incubated with 10 uM of
tocopherol (vitamin E), 1 hour before lead expostiigure 4 results clearly indicate the
implication of ROS in lead-induced DNA strand breakitamin E completely abolished the
increased of DNA per cent in tail after lead treatin Vitamin E is a fat-soluble vitamin that
protects cells against ROS (Sattigral, 2004). Recently, Colliet al (2008) demonstrated
that Vitamin E is essential foArabidopsis thalianatolerance to metal-induced oxidative
stress. Our data clearly illustrate a relationdlepveen ROS and lead-induced DNA strand
damages. In acellular system, it has been demdedtthat singlet oxygen is the major
species participating in the induction of DNA sttaireakage and 8-hydroxydeoxyguanosine
adduct induced by lead (Yamg al, 1999). In addition/OH is considered to be the ultimate
reactive oxygen species which interacts with DNA @nomotes genetic damage (Halliwell
and Gutteridge, 1986). Th@H radical attacks DNA on the sugar residue andaéed DNA
fragmentations, base loss and strand breaks wémanal sugar residue fragment (Rhaese
al., 1968). It also produces thymine glycol, 7,8-difo/8-oxoguanine or 2, 6—diamino-4-
hydroxy-5-formamido-pyrimidine. If our results aNoto suggest ROS implication in lead-
induced genotoxicity, it is impossible to discrimia the precise nature of the radicay(

‘OH) which directly or indirectly interacts with DNA
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Figure 4: Effect of the ROS scavenger vitamin E oNA strand breakages induced by
lead nitrate in Vicia fabawhole plant roots.
Vicia fabaplant roots were incubated with 10 uM vitamin Ettwe culture medium, 1 hour before lead nitrate

(10 uM) addition. NC: negative control, PC: postisontrol. Each value represents mean + SE of geparate

experiments. * Values significantly different frdead treated roots (P<0.01).

Chromosomic aberration analyzed by the micronuc(®N) test (figure 5) indicated
that lead dose-dependently induced MN formatiorVicia faba root tips. The maximum
effect was observed at 10 pM (8.2 £ 0.3 %0). This MiMNue was slightly superior to the
positive control HM (6.45 £ 0.21 %0). These datepalkistrate lead genotoxic potential and
confirm the results of Steinkellnet al, (1998). In a previous study, these authors foand
ranking order in metal genotoxicity: AsP*>Cdf*>zn?*. TheVicia fabaMN test is a very
sensitive and useful method that can allow thedtiete of both clastogenic and aneugenic
effects (Al Sabti and Metcalfe, 1995; El Hajosgfial., 2007). Micronuclei are the results of
chromosome breaks (or mitotic anomalies) that regai passage through mitosis to be
recognisable. The molecular mechanism of MN inaurcis not yet clearly understood. In our
experimental condition, the same kind of dose-ddpetresponse observed between the two
tests (comet assay and MN test) suggests a clodetdtween lead-induced DNA damages

and MN formation.
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Figure 5: Mitotic index (A) and micronucleus frequency (B) values inVicia faba roots

exposed to different lead concentrations (1, 5 antD uM).
NC: negative control, PC: positive control. Eacluearepresents mean + SE of five seeds in two aépar

experiments. *Values significantly different froimetcontrol (P<0.01).

Because lead can promote oxidative stress and DiNias breaks, the MN test was
also conduced in presence of Vitamin E. Figure $ulte show that Vitamin E alone
significantly decreased MN number (0.5 + 0.1) imparison with the control (1.95 £ 0.2). In
addition, vitamin E completely inhibited the effedt10 uM of lead on MN induction (0.9 +
0.2). These data strongly support oxidative stiegsdication in lead-induced MN oNicia
faba root tips. According to figure 2 and 6, lead gematity was quick. Six hours of
exposure was sufficient to increase both DNA fragtagon (48 % in tail DNA) and
micronucleus formation. These results underline DN&gmentation implication in MN
formation induced by lead. Overall, these data llagh for the first time in plant roots a
possible relationship between lead, oxidative sir&NA fragmentation and micronucleus
formation. However, we cannot rule out that leadagexicity is almost exclusively mediated
by ROS. Lipids oxidation products quenched by vitai (Sattler et al 2004) could be also
associated to DNA adduct formation and breakageledd, in our conditions, vitamin E also

prevented lipid peroxidation Micia faba root cells (data not shown).
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Figure 6: Mitotic index (A) and micronucleus frequency (B) values inVicia fabaroot

exposed to lead nitrate (10 uM) in presence or absee of vitamin E (10 pM).
NC: negative control, PC: positive control. Eachuearepresents mean = SE of five seeds in two aépar

experiments. * Values significantly different frahe control (P<0.01).

4 Conclusion

In conclusion, these data strongly suggest thatyhole plant roots, lead genotoxicity
could be mediated by ROS production. The use amiih E helps to establish a link between
ROS production, DNA fragmentation and micronucleEusation. Lead direct effect on DNA
damages is not supporting by this work. Althoughattie salts are effective mitotic poisons
due to their affinity for thiol groups, the totalhibition of lead-induced MN formation in
presence of vitamin E confirms the ROS pathway M duction. However, the direct ROS
participation in DNA-damaging inVicia faba roots requires further experimental
confirmation, in particular the detection of DNA+dized purines and pyridines.
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Chapitre VI : Discussion - Perspectives

La problématique de notre travail s’inscrit danse uthématique plus générale,
développée au sein du laboratoire d’Ecologie fametelle (EcoLab), visant a caractériser les
transferts sol-plante de plomb et & évaluer lenmgacts sur les végétaux. Cette étude s’est
effectuée en paralléle et en complément des tradauthése de RF Cecchi, portant sur le
devenir du plomb dans le systeme sol-plante de m@kkevées a proximité d’'une usine de
recyclage du plomb (Cecchi, 2008). Cette collabonahous a permis de sélectionner pour
notre étude des doses de métal ayant une réalw@oenementale au regard des
concentrations pouvant se rencontrer dans degpsthl®s par des activités anthropiques.

Dans ce contexte, la base de notre projet étaratliér I'impact d’'une contamination en
plomb réaliste sur des végétaux. De cette base, anans défini un double objectif. Dans un
premier temps, il s’agissait de caractériser, i@l¢ae plusieurs biomarqueurs de stress, I'état
physiologique de plants décia fabasoumis a différentes concentrations en plomb awsco
d’'une exposition de courte durée. Dans un secangdgl’objectif était de mettre en évidence
certains mécanismes conduisant a la phytotoxicitépbmb, en nous intéressant, plus

particulierement, au réle joué par les especedivéaae I'oxygene (ERO).

1 Absorption du plomb et translocation vers les parts aériennes

La premiere étape de ces travaux de these a égraetériser I'absorption du plomb par
les racines et son transfert vers les partiesraggge L'absorption racinaire, mesurée sur des
plantes agées de deux et trois semaines, s'eséece&trémement variable au cours des
premieres vingt-quatre heures d’exposition (chepittll et V). Une grande partie de
l'absorption (35 %) s’effectue lors de la premieneure de traitement. La vitesse
d’accumulation est ensuite considérablement raegnitre une heure et quatre heures avant
gu’elle n'augmente de nouveau aprés huit heurepef@tant, si I'on prend en compte les
variations importantes des mesures obtenues dauits d’exposition, les résultats laissent
penser que la courbe d’absorption racinaire du pl@st plutdt monophasique et linéaire
entre une heure et vingt-quatre heurés=(10,97). Aucune donnée bibliographique n’est
disponible concernant les cinétiques d’entrée etraleslocation de ce métal sur de courtes
périodes d’exposition. Toutefois, deux études corarg le cadmium, le nickel et le cuivre, et
utilisant des pas de temps plus courts, ont étgbé la plus grande partie de métal
s’accumulant dans la racine pénétrait lors de lempre demi-heure d’exposition
(Nedelkoska and Doran, 2000; Sghegtial, 2007). Ces auteurs ont également montré des
cinétiques triphasiques aux profils similaires abtres. Au vu de ces résultats et de la
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variabilité des mesures au point huit heures, tild#$icile de conclure entre une cinétique
d’absorption tri ou biphasique.

L’étude du transfert du plomb vers les partiesesdres a révélé que sa translocation
était faible chez la feve. L’accumulation foliairee commence qu’apres huit heures
d’exposition. Cette durée est également un poititjge dans les feuilles. Plus du tiers des
plantes traitées et analysées ne présentaient @ati@aoe de plomb (résultats non présentés).
Dans les feuilles, apres vingt-quatre heures d’sitiom, seuls 3,3 pg de plomb sont présents
par gramme de poids sec. Ces résultats confirmeatlle mobilité du plomb vers les parties
aeriennes (Wierzbicka, 1987; Wierzbickhal, 2007), et le fait que la feve ne soit pas une
plante accumulatrice de métaux (Piechadtkl, 2002; Piechalakt al, 2003). La proportion
de plomb présente dans les feuilles (2,9 % du ploanttenu dans les racines) est cependant
supérieure a celle rencontrée habituellement desplantes non accumulatrices (Huang and
Cunningham, 1996). Il faut toutefois pondérer caultét, en tenant compte du fait que les
études d’accumulation s’effectuent généralementdssr plantes traitées pendant plusieurs
jours, voire plusieurs dizaines de jour. Piechaltkollaborateurs (2002), ont montré que la
proportion de plomb dans les parties aériennesdesfétait de 0,25 % apres 96 heures de

traitement au plomb, alors qu’elle représentait aW@out de 24 heures.

En prenant en compte nos résultats et ceux debladpiaphie, la rapide limitation de
'entrée de plomb dans la racine pourrait étre @tanisme général de défense de la plante
contre les métaux lourds. Les végétaux pourraienitdr directement I'absorption active des
Eléments Traces Métalliques (ETM) en régulant Réigt de canaux et transporteurs
spécifiques. Toutefois, le fait que ce phénomeérie gonmun a quatre métaux différents,
laisse plutdt penser a une limitation de I'entréssive, via le flux d’eau. Les ETM ont en
commun leur capacité a induire une fermeture demates (Seregin and Ivanov, 2001;
Schutzendubel and Polle, 2002; Clemens, 2006b).p&mxyde d’hydrogéne participe
activement a la régulation du mécanisme d’ouveffiemaeture des cellules de garde
(Desikanet al, 2004). Il pourrait jouer le réle de molécule sifjentre les racines et les
feuilles pour induire la fermeture des stomates t# stress (Yanegt al, 2006b). L'HO; est
egalement trés rapidement produit lors d’'un stnestallique (Schutzendubel and Polle, 2002;
Clemens, 2006b; Maksymiec, 2007). Nous avons deaberché, dans la seve brute, la
présence de peroxyde d’hydrogéne. Nous avons npeiatiun dispositif de tirage, a froid et
a l'obscurité, de la séve brute que nous avonsyséalau luminometre en présence de

luminol et de peroxydase (Pineit al, 1994). Malgré un seuil de détection de 1,5.10,
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nous n‘avons pas pu réveéler la présence@itlans la seve de feves témoins, ou traitées au
plomb (résultats non présentés). Du fait du tengpprélevement de la séve (trente minutes)
et de la possible dismutation de B}, les résultats obtenus ne nous permettent pas de
conclure quant a I'implication du peroxyde d’hydeog dans la régulation de ce phénomene.
L’acide abscissique (ABA) pourrait également étre aandidat au réle de molécule
signal entre les racines et les parties aérierkgsune étude n’a porté sur des modifications
de la teneur en ABA, induites par des métaux sws wenps courts. Toutefois, lors
d’exposition plus longues, sa teneur est moduléelggaETM (Seregin and Ivanov, 2001;
Clemens, 2006b; Maksymiec, 2007). Lors d’un sthgslkique, les teneurs en ABA racinaire,
foliaire et xylémique varient de fagon trés impat&g et aprés seulement quinze minutes,
induisant une fermeture trés rapide des stomatbas(fidharet al, 1996; Hansen and
Dorffling, 1999; Seregin and Ivanov, 2001; Zhagigal, 2001). Hansen et collaborateurs
(1999) ont montré, en rehydratant des plantes smsna un stress hydriqgue, que ce
phénomeéne était aussi trés rapidement réversihlmzg minutes). Ainsi, 'ABA pourrait
moduler, du moins en partie, I'absorption des ETdvhme le plombvia la régulation du flux

hydrique.

2 Effets du plomb surVicia faba: implication des ERO

2.1 Toxicité dans le systéme racinaire

Une exposition courte a une concentration réatistplomb induit peu de modifications
a I'’échelle macroscopique ch¥icia faba Un tel traitement entraine un léger brunissement
de la racine, caractéristique d’'un stress. Les apeiaires commencent également a se
nécroser (résultats non présentés). Ces effetslabpsont la conséquence d’'une mort
cellulaire dans les zones contenant les plus fadesentrations en métal (Wierzbicka, 1987;
Tung and Temple, 1996b; Sereginal, 2004). Au niveau histologique, aucune différenee
été constatée entre les plantes témoins et celééels pendant vingt-quatre heures (Figure
38).
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Figure 38 : Coupes transversales de racines décia faba (a) témoins ou exposées au

plomb pendant vingt-quatre heures (b). Les coupes été colorées au bleu de Toluidine
(voir Annexe 3) et observées au grossissement x100.

Au contraire, l'utilisation de biomarqueurs de esg a révélé des différences
significatives entre les deux groupes de plantdsap@re Ill). La bibliographie suggere
fortement I'implication du stress oxydatif dans ticité des métaux lourds (Stohs and
Bagchi, 1995; Ercakt al, 2001; Galaris and Evangelou, 2002; Vakdoal, 2006). Nous
avions donc choisi de mesurer spécifiguement desnpgzires couramment employés dans
'évaluation du niveau de stress oxydatif d'un a@igee (activités antioxydantes,
peroxydation lipidique, niveau de glutathion). L&sultats obtenus ont mis clairement en
évidence la génération de deux flambées oxydathagremiére, trés rapide, est mesurée
apres seulement une heure d’exposition. Cepenilas#, pourrait que cette flambée débute
plus rapidement. En effet, nous avons constatédssr racines excisées une production
d’anion superoxyde apres seulement quelques ses¢@tapitre IV A). Sur plantes entieres
exposées a du cuivre, Sgherri et collaborateu@7(26nt constaté la production d’ERO aprés
seulement une minute dans les racines. Dans naditiomis expérimentales, nous avons
ensuite constaté une diminution du niveau de stm@egdatif. Apres douze heures
d’exposition, nous avons mesuré une seconde flarokgdative. Si la production d’'ERO a
déja largement été démontrée lors d’'une contansimatu plomb (Seregin and Ivanov, 2001;
Schutzendubel and Polle, 2002; Pa#taal, 2004; Sharma and Dubey, 2005), a notre
connaissance, c'est la premiére fois qu’'une dodlalmbée oxydative est rapportée. Ce
phénoméne est connu depuis une quinzaine d'année®® essentiellement constaté lors
d’interactions plante-microorganismes (voir powue Mika et al, 2004). Récemment, il a
également été mis en évidence dans des racindg dmibées avec du cuivre (Sghegtial,
2007) et dans des cellules de tabac exposées amiuradGarnieret al, 2006). Cependant,
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dans le cas de ces deux métaux, les mécanismasdigcppon I’ERO ne semblent pas étre
identiques. Sgherri et collaborateurs (2007) ontntnéo que cette double flambée était
apoplastique. Garnier et collaborateurs (2006) gognt a eux, révélé l'induction d’'une
production rapide d’ERO dans I'apoplaste, suivie e seconde vague d’ERO produite par
les mitochondries. Nos résultats obtenus lors déodalisation histochimique des ERO
(chapitre IV B) montrent que la double flambée atiek induite par le plomb est localisée
dans 'apoplaste. Cependant, notre méthodologié méapable de révéler la présence d'ERO
a l'intérieur des cellules, et ce, quel que soitrletement. De plus, I'étude des activités
enzymatiques a suggéré la présence potentielleedonrce interne d’'ERO, éloignée de la
membrane plasmique. Nos résultats ne permetterdgofrancher quant a la possibilité d’'une
source interne d'ERO.

Chez les mammiféres, les espéeces réactives dggeme sont connues comme jouant
un réle important dans la toxicité des métaux eparticulier dans leur génotoxicité (Stohs
and Bagchi, 1995; Galaris and Evangelou, 2002g84l, 2004; Valkoet al, 2006; Xuet al,
2008). Nous nous sommes donc intéressés a la géritianduite par le plomb, et au réle
potentiel des ERO che¥icia faba (Chapitre V). L'utilisation conjointe du test des
micronoyaux (MN) et du Comet assay a révélé unt efmotoxique tres rapide et dose-
dépendant du plomb. Cependant, I'emploi d'un procmodifié du Comet assay, dit
acellulaire, a révélé que le plomb n’interagisgat directement avec 'ADN. Ce résultat
suggere l'existence de mécanismes cellulaires entlirconduisant a la génotoxicité de ce
métal. Le pré-traitement des plantes avec de &miite E conduit & la totale inhibition de la
formation de MN et de cassure sur I'ADN. Ce rédultaet clairement en évidence
limplication des ERO dans la génotoxicité du plonflmutefois, lors d’'une exposition au
plomb, rien ne permet d’affirmer que les ERO géeragissent directement sur la molécule
d’ADN. En effet, la vitamine E ne posséde pas sual# la capacité de détoxiquer les ERO.
Du fait de sa localisation membranaire, elle eanhtloxydant le plus important dans la
prévention de la peroxydation lipidiques (Fryer92p Elle serait également I'antioxydant le
plus important dans la tolérance des végétaux ataur (Collinet al, 2008). Effectivement,
dans nos conditions de culture, un prétraitemeat ae la vitamine E, abolit totalement la
peroxydation lipidique initiée par le plomb (résidt non présentés). Or, certains dérivés
lipidiques, comme le MDA, possedent un fort poteingiénotoxique. Bien que la teneur en
hydroperoxydes lipidiques ait augmenté lors dexdlumbées oxydatives, la concentration

en MDA racinaires n’a pas montré d’évolution sigrafive. Toutefois, il faut relativiser ces
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données, car le MDA est, dans les plantes, forrméngigllement dans les parties aériennes.
De ce fait, ce résultat n’exclut en aucun cas ldiipse d’'une action génotoxique du plomb
impliquant la participation d’autres dérivés ligides ne réagissant pas avec l'acide
thiobarbiturique. Si le réle joué par les ERO estdamental, les diverses expérimentations
meneées ne permettent pas de conclure définitivemerie mécanisme précis conduisant a la
génotoxicité du plomb. L'existence de plusieursegosimultanées n’est pas non plus a

exclure.

Notre étude portant sur l'effet génotoxique du fdbom également révélé que la
formation de micronoyaux et l'induction de cassuses les brins d’ADN, présentaient la
méme réponse dose-dépendante au plomb. En régieatgiries résultats obtenus par le test
des MN et le Comet assay ne sont pas forcémer#élésriCette corrélation est dépendante du
type de polluant considéré (Hartmaginal, 2001). Nos résultats ont également prouvé que la
formation de MN et de cassures sur ’ADN était lertzent inhibée en présence de vitamine
E. Si la relation tripartite entre le stress oxifddtapparition de cassures sur 'ADN et la
formation de MN a déja été suggérée sur des cslluenaines (Kinet al, 1997), a notre

connaissance, c’est la premiére fois qu’elle eseren évidence chez les végétaux.

2.2 Toxicité dans les parties aériennes

De la méme maniéere que pour les racines, apres-quajre heures d’exposition a des
concentrations réalistes en plomb, aucun effettmesible sur les feuilles a I'échelle
macroscopique. L'analyse histologique n'a égalenmaontré aucune différence entre les
cellules provenant de plantes témoins ou traitéésultats non présentés). Par contre, au
niveau physiologique, le plomb n’induit pas seulatndes effets délétéres au niveau des
racines. Une exposition a ce meétal entraine de reusbs perturbations dans les parties
aériennes, en particulier de I'appareil photosyigaé, et génere du stress oxydatif (Seregin
and Ivanov, 2001; Sharma and Dubey, 2005). L'atiie de biomarqueurs de stress nous a
permis de constater que ces types de perturbatipparaissaient trés rapidement dans les
feuilles deVicia faba En effet, apres seulement huit heures de traitgnies résultats
démontrent la génération d’'un important stress atifydCette induction est concomitante
avec l'apparition des premiéres traces de plomis temnfeuilles. Si I'on considéere seulement
la peroxydation lipidique, 'amplitude de ce phéreara est comparable a celle observée dans

les racines. Cependant, la concentration foliairelemb, a huit heures, est quarante fois plus
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faible que celle mesurée dans les racines a une,heus de la premiere flambée oxydative.
Au vu de nos résultats, le stress oxydatif sembtdyrer dans les feuilles, entre huit et douze
heures. Toutefois, le fait de ne pas avoir de nessuntermédiaires ne nous permet pas de le
certifier. La modulation des enzymes antioxydangtsl'induction de la peroxydation
observées pourraient aussi étre la conséquencede flhmbées oxydatives distinctes, la
premiéere due a la production ¢'Oet la seconde d'#D, comme le suggére I'analyse des
activités des enzymes antioxydantes (chapitre IlI).

L’arrivée de plomb dans les feuilles n’entraine paslement un stress oxydatif, elle
induit également une diminution forte et rapiddalteneur en pigments photosynthétiques. Si
I'action négative du plomb sur ces pigments a &tgelment démontrée, ce résultat n’en reste
pas moins étonnant par la célérité du phénomeéneeftet la toxicité du plomb sur les
chlorophylles et caroténoides est associée a sgit@ inhiber leurs voies de biosynthese,
comme par exemple en rendant inactive 'ALAD (Woatl, 1995 ; Lukaszek and Poskuta,
1998). La rapidité de l'altération observée lors ma@s expérimentations ne peut pas
s’expliquer par une inhibition des voies de biokgse. Il semble donc que le plomb agisse
sur les pigments par un autre mécanisme, direebditect. Drazkiewicz (1994) a démontré
gue ce métal pouvait activer les chlorophyllasespgbdant, nos résultats révélent une
corrélation inverse entre le taux de peroxydatipidique et la concentration en pigments.
Cette corrélation suggere fortement I'implicatioesdERO dans l'altération pigmentaire
observée. Trés peu d’études ont évalué l'impactcoietaminations métalliques sur les
pigments photosynthétiques, a des temps courtureplantes entieres. Sur une plante
aguatique, Ralph et Burchett (1998) ont montré dingnution importante de la teneur en
chlorophylle apres cing heures d’exposition au fdpau cadmium, au cuivre ou au zinc. Ces
auteurs ont également enregistré une forte dinunutie la teneur en caroténoides dans les
seules plantes exposées au plomb. Ces résultagérsay un mécanisme commun
d’interactions entre les métaux et les chloroplsyll#ans les premieres heures d’exposition.
La production d’ERO pourrait étre impliguée dans mé&canisme. Dans le cas des
caroténoides, les résultats obtenus par Ralph ehBu (1998) laissent penser a une action
spécifiqgue du plomb sur ces pigments.

En prenant en considération 'ensemble de cestaésulles feuilles dé/icia faba
apparaissent trés sensibles au plomb. Cette pfaétant pas une plante accumulatrice de
meétaux, ou tolérante aux meétaux, elle ne sembleppaséder de systeme de détoxication

efficace pour lutter contre le plomb, voire conee ERO induites par ce métal. En tenant

226



Chapitre VI : Discussion - Perspectives

compte de la teneur en plomb dans les différemjaras, la trées grande sensibilité des feuilles
par rapport aux racines pourrait étre une des satlsda faible tolérance décia fabaau
plomb.

3 Role de la NADPH-oxydase dans la toxicité du plomb

3.1 Induction de la NOX

La production d’'ERO est courante chez les végétaureponse a un stress biotique ou
abiotique. Si la flambée secondaire observée pwuat iatracellulaire (mitochondrie), la
flambée oxydative primaire est apoplastique, etigime enzymatique (Mikat al, 2004).
Ces derniéres années, plusieurs études se sordcodes au rble joué par les sources
enzymatiques d’ERO lors de stress métalliques.sHdlet identifié les NADPH-oxydases
(NOX), les peroxydases extracellulaires (POX),dralate-oxydases (OxO) et/ou les amine-
oxydases a cuivre (CuZnAO) comme étant impliquéesda production d’ERO induite par
les ETM. Aucune étude n’ayant porté sur le plombus avions décidé de déterminer
guelle(s) enzyme(s) étai(en)t impliquée(s) dangidaération d’ERO caractérisée dans les
expérimentations précédentes. Dans un premier tamhaps des racines de feves exposées au
plomb, nous avons constaté par chimiluminescenedulction dose-dépendente d’'une forte
production d’'Q". L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques desffélientes sources
enzymatiques potentielles d’ERO a mis en évidemzzinhibition dose-dépendante de cette
production, uniquement dans les racines prétraitéesc des inhibiteurs des NOX:
qguinacrine, imidazole ou diphenylene iodonium (DRIgs résultats démontrent clairement
limplication des NOX dans la flambée oxydativerpaire induite par le plomb, comme
précédemment démontré pour le cadmium, le cuivie mtkel (Romero-Puertas al, 1999;
Quartacciet al, 2001; Olmoset al, 2003; Romero-Puertag al, 2004; Garnieet al, 2006;
Haoet al, 2006; Maksymiec and Krupa, 2006). Seulement gquesignois apres la publication
en ligne de nos résultats, les travaux de Huangluging (2008) sont venus confirmer
'implication des NOX dans la génération du stresgdatif induit par le plomb.

L’activation de la NADPH-oxydase semble étre ungorése universelle lors de stress
meétalliques. Les mécanismes de cette activatiosone pas encore totalement €lucidés, et le
réle du calcium fait débat. De plus, aucune donriégristait concernant le plomb. Lors des
expérimentations de chimiluminescence, nous avoosc dessayé d'appréhender les

mécanismes d’activation de la NOX par le plomb gitne IV A). Nos résultats ont montré
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que le lanthane, un inhibiteur des canaux calcigottage-dépendant et des antiport$' G4
(Bush, 1995), abolissait completement la flambégdative. Ce résultat, également observé
avec le cadmium (Olmost al, 2003; Romero-Puertast al, 2004; Garnieret al, 2006) a
conduit Romero-Puertas et collaborateurs (2004)oRaclare gu'une entrée de calcium
extracellulaire induisait I'activité de la NOX. Gapdant, nos expérimentations ont montré
gue l'apport de calcium dans le milieu réactioneehduisait a une inhibition dose-
dépendante de la production d’ERO. L'utilisationA&3187, un ionophore calcique
membranaire, n’a entrainé aucun effet signifiq@ésultats non présentés). Ces deux données
contredisent I'hypothése de Romero-Puertas, etesagy un autre réle pour les canaux
sensibles au lanthane. Garnier et collaboratel@86(2ont proposé que le cadmium pénétre
dans les cellules via des canaux ou des transpsrgpécifigues au calcium, du fait d’'un
rayon ionique proche et d’un nombre identique dergés entre Gaet Cd*. Cependant, la

saturation du milieu extérieur en calcium, ain djutilisation de L&" inhibent la production
d’O;" induite par le cadmium (Olmazat al, 2003; Garnieget al, 2006) mais également par le
plomb (Pourrutet al, 2008) et le nickel (Haet al, 2006). L’ensemble des résultats suggere
gue la pénétration de ces métaux s’effectue denfaga spécifique, via des canaux sensibles
au lanthane (Figure 39. 1 et 2).

Les motifs « EF hand » de la protéine Rboh pemsnetiine activation directe de cette
protéine par le calcium (Sagi and Fluhr, 2001)plamb possede une affinité importante pour
ces motifs, et peut rentrer en compétition avexaleium pour se lier a eux (Habermaetral,
1983; Vyas et al, 1989). Une fois pénétré dans le symplaste, lembplopourrait
potentiellement interagir avec les motifs « EF harde Rboh (Figure 39.3), et ainsi activer
directement la NOX. Cependant, nos travaux ont emsavant I'implication de protéines
kinases (PK) et le passage par une étape déperaatdaecalmoduline dans I'activation de la
NOX (Figure 39.4). Ces résultats semblent indigaeparticipation d’'une protéine kinase
dépendante de la calmoduline (CamK). Contrairenaent cellules animales, les cellules
végetales possedent peu de Camk, et celles-cit@mtes peu étudiées (Harmenhal, 2000).

Le manque de données concernant ces enzymes neeroust pas de discuter de cette étape
dépendante de la calmoduline. Toutefois, I'inhdrititotale de la production d’anions
superoxydes par la staurosporine, un inhibiteuargel spectre des PK, ne peut pas étre
uniquement imputée a l'inhibition d'une hypothéggamK. Deux types de protéines
kinases ont un réle important dans I'activation NE3X. La premiere catégorie concerne les

protéines kinases C (PKC) qui phosphorylent les pmsants cytosoliques, entrainant la
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formation du complexe enzymatique de la NOX (Figg@e5). Il n’existe pas de PKC chez les
végétaux, bien que la présence d’'une activité PK@t& démontrée (Subramaniash al,
1997), suggérant la présence d’'une protéine horuel¢dgKC-like). Nous avons testé, dans
des plantes non-traitées au plomb, I'effet du 1&&@adécanoylphorbol-13-acétate (TPA), un
activateur connu de la PKC chez les cellules amméPinelli, 1993; Pinellet al, 1994), sur

la génération d’'ERO. Dans les racines \ieia fabg le TPA seul induit une flambée
oxydative, indiquant la présence d’'une protéine dlogue de la PKC et son implication dans
la régulation du complexe de la NOX (résultats pasenteés).

L’'autre catégorie de PK correspondrait aux PK iqu#es dans la phosphorylation et
I'activation de la phospholipase C (PLC ; Figure639Garnier et collaborateurs (2006) ont
montré que cette enzyme jouait un réle central dansvation de la NOX par le cadmium.
Son activité génere la formation d’inositol trippbate (IB) et de diacylglycérol (DAG).
L’IP 3 est responsable de la libération dif‘Gaontenu dans les réservoirs cellulaires (Figure
39.7). Cette brusque augmentation de la concemtratitracellulaire en calcium a de
nombreuses répercussions. En particulier, cetxaffles calcium peut activer directement la
NOX par liaison avec les motifs « EF hand » (FigB®e8) ou indirectement en activant une
PKC (Figure 39.9). Le DAG formé peut égalementvactiune PKC (Figure 39.10). Les
résultats de Garnier et collaborateurs et nostaiswbtenus avec le TPA suggérent fortement
'implication d’'une PKC-like dans I'activation da NOX.

Une autre source d'activation de la NOX pourraiteéta formation d’acide
phosphatidique (AP). Son mode d’action n'a pas enaait clairement défini, mais il
semblerait qu’il participe a la phosphorylation ldeprotéine p4p/hOX entrainant sa migration
vers la membrane et son assemblage avec les m®tédirembranaires du complexe
enzymatique de la NOX (Waiteet al, 1997 ; Figure 39.11). Récemment, Park et
collaborateurs (2004) ont montré que I'AP activaitprotéine GTPase ROP, régulant ainsi
'activité de la NOX (Parket al, 2004 ; Figure 39.11). L'AP peut étre formé par la
transformation du DAG ou par I'activation d’'une r@uphospholipase, la PLD. Cette enzyme
serait impliqué dans l'activation de la NOX dans dellules de tabac exposées au cuivre (Yu
et al, 2008).
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Figure 39 : Représentation schématique des différégs voies potentielles de régulation

des NOX végétales suite a une exposition a un métal

3.2 Implication de la NOX dans la toxicité du plomb

Comme précédemment évoqué, plusieurs études orgmsgidence I'implication de la
NOX dans la flambée oxydative, suite a une expmsidi un ETM. Cependant, ces travaux se
sont souvent bornés a seulement caractériser lecesdnitiale de cette flambée. Cette
focalisation sur la production d’ERO ne permet péallement d’appréhender le réle des
NOX dans la toxicité des ETM. En effet, si les N@Xient la flambée oxydative, les ERO
issues de leur activité ne sont pas forcément ressibes de la toxicité observée. D’autres
sources, enzymatiques ou non, intracellulaires oghiindrie), membranaires ou
extracellulaires peuvent prendre le relais (Mgkal, 2004; Garnieet al, 2006). Il était donc
important d’essayer d’évaluer la part relative ‘detivité de la NOX dans le stress oxydatif

induit par le plomb.
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Le pré-traitement avec du DPI des plantes expasgégdomb a clairement montré que
la NOX jouait un réle central dans la toxicité domb chezVicia faba(chapitre IV B). Au
niveau macroscopique, le DPI supprime le phénondmérunissement observé sur les
racines et réduit la nécrose apicale (résultats présentés). L'utilisation de cet inhibiteur
pharmacologique a également totalement aboli lanigre flambée oxydative et la
peroxydation lipidique qui en résulte dans les masi L'autre point important est que
l'inactivation des NOX supprime complétement lanfiation de micronoyaux induite par le
plomb (Figure 40). Des résultats préliminaires nb#e avec le Comet assay confirment
également 'inhibition de la génotoxicité du plodr un pré-traitement au DPI (résultats non
présentés). Plusieurs études réalisées sur dasleselhumaines, ont également mis en
I'évidence le rble joué par ces enzymes dans latg&itité induite par des rayonnements ou
certains polluants (Lynat al, 2000; Azzanet al, 2002; Romanowsket al, 2007).
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Figure 40: Formation de micronoyaux dans des celles racinaires de Vicia faba
exposeées a divers traitements.
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Le r6le des NOX dans la toxicité du plomb au nivéalinire a été plus difficile a
évaluer, du fait de la production tardive de lanfteée oxydative. En effet, nous sommes
arrivés aux limites de I'approche pharmacologidies traitements au DPI peuvent induire
des perturbations physiologiques aprés plusieunsele Aprés vingt-quatre heures de co-
traitement, nous avons obtenu des résultats totmlenmexploitables (écart-types tres
importants). Nous n’avons donc pu mesurer les ®fflet DPI qu’a huit et douze heures
d’exposition. A ces deux durées de traitementrdssltats obtenus ont été identiques. Le DPI

abolit complétement la production d’'ERO et la peuaation lipidique (résultats non
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présentés). La réponse des pigments a ce préataiteest différente en fonction de la nature
du pigment considéré (Figure 41). La teneur enroplaylle b revient au niveau basal, alors
gue celle en caroténoides n’'est absolument pastédfepar le DPI. La réponse de la

chlorophylle a est intermédiaire puisque le DPlimie qu’'une partie de I'action négative du

plomb.
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Figure 41: Teneur foliaire en pigments photosynthétiques das des plantes témoins,
traitées uniquement au plomb pendant huit heures owo-traitées au DPI pendant la
méme durée.

L’ensemble de ces résultats amene a reconsid&gerement 'action du plomb sur les
pigments photosynthétiques. Les hypotheses d'utienaadirecte du plomb via les ERO sur
la chlorophylle b et d’'une action directe du plonty indirecte via un mécanisme non
dépendant des ERO sur les caroténoides, sont céefopar les résultats obtenus avec le DPI.
Dans le cas de la chlorophylle a, il semble quéesane partie de ces molécules soit dégradéee

sous l'action des ERO.

4 Role du glutathion dans la défense de la plante

Le dernier point important soulevé par nos expémiamions est le réle fondamental
joué par le GSH et les PC. Nous avons pu constaelinduction tres rapide de la synthese
des PC dans les racines. Cette production s’eété@\étre fortement corréléé £ 0,89) a la
concentration racinaire en plomb. Ces résultats soraccord avec le fait que l'induction de
la phytochélatine synthétase (PCS) nécessite tepcé de métaux. En revanche, nous avons
constaté avec surprise une augmentation tres iargeride teneur en PC foliaire des une

heure d’exposition au plomb. La concentration enf@l@ire est alors trois fois supérieure a
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la concentration racinaire. Une fois encore, peatuties sont disponibles concernant
I'activation des PC sur des temps courts. Maksyratecollaborateurs (2007) n’ont constaté
aucune variation significative dans la concentraém PC de feuilled’A. thalianatraitées
avec du cadmium et du cuivre pendant quinze heUles.apparition aussi rapide de PC dans
les feuilles n'a été rapportée que dans le casodmésols traités a I'arsenic (Raabal,
2005). Cependant, le tournesol est une plante adetmce de métaux, et dans ce cas, cette
apparition était corrélée avec une accumulationmital dans les feuilles. Or, dans nos
conditions, aucune trace de plomb n’a pu étre tieavant huit heures d’exposition. De
plus, 'analyse des résultats a révélé une coro@ldtes forte entre la teneur foliaire en PC et
la concentration racinaire en plomb £0,89). Nous avons donc suggéré I'idée d’undiozia
forte entre les parties aériennes et racinaireste Gecumulation rapide pourrait étre la
conséquence d'une synthése foliaire, dont une epasrait transférée vers les racines ou
I'afflux de plomb est tres important. Ce mécanisar&té precédemment démontré dans le cas
du cadmium (Cheet al, 2006). Du fait qu’aucune trace de plomb n’ait déééectée dans les
feuilles avant huit heures de traitement, I'accuatiah foliaire de PC pourrait également étre
due a une translocation de la production racinzrs les feuilles. Cette translocation a déja
été mise en évidence chez des platws thalianatraités au cadmium (Gorgt al, 2003).
Cependant, nos expérimentations ne nous ont pasgpde déterminer si cette accumulation
rapide était la résultante d’une synthese foliained’'une translocation d’'une partie du pool
racinaire. Quelle que soit l'origine de cette acalation foliaire, nous pensons que ce
phénomene pourrait étre un mécanisme de défensennpisice par la plante pour protéger les
parties aériennes contre le plomb. Comme nousiawaol au cours de I'étude sur la toxicité
de ce métal, les feuilles sont tres sensibles Haides concentrations en plomb. Une
accumulation « préventive » de PC dans les feyidlad’absence de métal, permettrait ainsi

de protéger, du moins en partie, les cellulesifekaet I'appareil photosynthétique.

Dans les racines, la synthése importante de phétaiihes n'a pas été corrélée avec
une diminution du pool de GSH comme cela est régeinent rapporté (Clemens, 2006a;
Clemens, 2006b). Le maintien de la stabilité dpaa est tres certainement di a I'activation
tres importante de la glutathion réductase (GRjalgsant la régénération du GSH. Ce
tripeptide joue un réle essentiel dans la détoxkinales métaux en les chélatant directement,
ou en étant utilisé par la PCS pour synthétiserR{esll joue également un role fondamental
dans la régulation du statut redox des celluletaat la détoxication directe ou indirecte des

ERO, via le cycle Asada-Halliwell-Foyer. Nos réatst ont révélé que de l'activation de la
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GR était toujours corrélée a I'apparition de flaebé&xydatives, aussi bien dans les feuilles
gue dans les racines. De plus, I'utilisation de BPhontré un décalage net de son activation
dans le temps, alors que la cinétique de synthéseQ n’a présenté aucune modification.
L’ensemble de ces résultats suggére que le GSkelaude son utilisation dans la chélation
des métaux, jouerait un réle direct dans la déaiin des ERO. Il pourrait constituer la

premiere ligne de défense de la plante contratabdée oxydative générée par le plomb.

5 Conclusion et perspectives

Ces travaux de thése sont les premiers travausé8adu laboratoire sur la thématique
de la toxicité de concentrations réalistes en pletitle ses mécanismes. lls ont ainsi permis
de commencer a « défricher » ce vaste sujet. Rmwmmer, les différents travaux entrepris
chez Vicia faba ont permis de montrer que des doses réalisteslaebpinduisaient tres
rapidement des effets délétéres, aussi bien darfeddles que dans les racines. Nous avons
révélé que le plomb pénétrait rapidement dans EeéBye racinaire et générait, apres
seulement quelques heures, un important stressatikyal I'origine d’'une peroxydation
lipidique et de l'induction d’effets génotoxiqueard les cellules racinaires : cassures au
niveau de I'ADN et induction d’aberrations chrommsques. Nous avons pu mettre en
evidence que la source de ce stress oxydatif ditaittement liée a I'activation de NADPH-
oxydases. L'utilisation d’inhibiteurs de cette em®y et d’antioxydants a permis de montrer
gue la production d’especes réactives de l'oxygémé&ge par la NADPH-oxydase, était

impliquée dans la toxicité du plomb, et plus paterement dans sa génotoxicité.

Si cette étude a donné des résultats intéresselfdsa ouvert plusieurs pistes de
recherche et a laissé de nombreuses questionssparsli Nos travaux laissent entrevoir de
nombreuses perspectives d’expérimentations pemeléarépondre a ces questions.

De facon générale, il serait intéressant de measragpproches comparatives entre la
feve et des plantes tolérantes ou accumulatricesélaux, pour comprendre les mécanismes
de toxicité du plomb mais également ceux de tot&ance métal. Des études préliminaires
menées au laboratoire ont permis de mettre en moédales différences de réponses
physiologiques fondamentales entre la feve et dgseoms dePelargonium, plantes
accumulatrices de plomb (Silvestre, 2008). Les mesmrésultats ont indiqué que le plomb
n’induisait chez lePelargoniumaucun stress oxydatif ni aucune génotoxicité. alpse

histologique des racines de ces deux plantes arénane déformation des parois cellulaires
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dans le cortex racinaire dRelargonium donnant aux cellules une forme "festonnée" (Fgur

42 A et B). Cette déformation n’est pas visible zl& feve. On note également chez le

Pelargoniumdes dépb6ts de plomb cytoplasmique (Figure 42 Bemis che/icia faba

(Cecchi, 2008; Silvestre, 2008 ; Figure 42 C).

-
{
i

A < 23

AT,

Flgure 42 : Coupes de racines dEeIargonlum(A et B) et deVicia faba (C) exposees alo

MM de plomb.

A et B : grossissement x600 ; C : grossissemend x40

Ces résultats suggerent queRelargoniumtolére le plomb en le précipitant dans

I'apoplaste ou en I'accumulant dans les paroisaddpacité apparente de la féeve a faire de

méme, pourrait expliquer la différence de tolérameglomb entre ces deux plantes.

Outre cette perspective générale, plusieurs expétations peuvent étre menées pour

répondre a certaines questions spécifiques soweuwéeours de ces travaux :

- réle de I'ABA dans la régulation de l'entrée du Ipio:

'analyse de la

concentration en ABA dans les racines, les feudlds seve pourrait permettre d’expliquer le

phénomene de ralentissement observé dans

'enta@gnaire du plomb. L’étude

complémentaire de I'état d’ouverture/fermeture giesnates, par mesure de la conductance

foliaire ou par observation microscopique diresgrait également a mener. L'utilisation de

plantes mutantes déicia faba,dont les stomates sont insensibles a 'ABA estefigant a

envisager ;

- Production intracellulaire ’ERO nos marquages, réalisés avec des solutions de

NBT et de Kl-amidon, ne se sont pas révélés efficgmur mesurer la production d'ERO
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intracellulaire. L'utilisation de techniques plusdaptées et plus sensibles (sondes
fluorescentes) permettrait de déterminer si le ploocomme le cadmium, induit la formation

intracellulaire d’ERO ;

- Mécanisme d’activation de la NQXune analyse plus fine et plus complete des
mécanismes d’activation de la NOX est a envisagarparticulier, il serait intéressant de
mesurer les flux de calcium et d’évaluer, graceea ihhibiteurs spécifiques, I'implication
relative des différentes phospholipases (PLC, PbDevPLAy) dans I'activation de la NOX

induite par le plomb. Le role des protéines kinasste également a élucider ;

- Mécanismes conduisant a la génotoxicité du plothidilisation du Comet assay
a des fins de compréhension des mécanismes deogimiiét est certainement la voie de
recherche la plus prometteuse. L'utilisation d'lniteurs des phospholipases, des
lipoxygénases et de plusieurs antioxydants poupeiinettre de déterminer la responsabilité
relative des ERO et des dérivés lipidiques damggitetoxicité du plomb. De plus, I'emploi de
nucléases spécifiques (Fpg, Endo 1) pourrait petra de mesurer, en plus des cassures sur
I’ADN, le taux d’oxydation des bases. Ces expéritagons sont déja en cours au laboratoire.

L’augmentation du taux de cassures sur 'ADN, oleele par le Comet assay, peut ne
pas étre seulement liée a l'induction de cassumeds peut également étre imputée a une
diminution de [l'efficience des mécanismes de répmrade I'ADN. L’évaluation de
I'efficience des systéemes de réparations NER (edémer de I'ADN par excision de
nucléotides) et BER (réparation de I'ADN par exmiside bases) par Comet assay est
€galement a envisager.

Enfin, la mise au point du protocole de Comet assms les feuilles pourrait permettre

de mesurer la génotoxicité du plomb dans ces osgane

- Role du GSH et des PCppur mieux appréhender l'implication du GSH
dans les premieres heures d’exposition au plonuiiijigation d’inhibiteurs de sa synthése,
comme le buthionine sulfoximine (BSO) serait ing&ante. Elle pourrait permettre de déceler
des difféerences significatives dans la sensikditgplomb entre les plantes traitées au plomb et
celles co-traitées avec le BSO.

L’'analyse de la concentration des PC dans les sbuges et élaborées pourrait
permettre de comprendre le mécanisme d'accumulagpide des PC observé dans les

feuilles.
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De facon plus générale, au cours de ces travatiiesde, se sont présentées a plusieurs
reprises des limites quant a l'utilisation du medeicia faba La principale est I'absence
presque totale d’outil moléculaire disponible etrdetant. Si 'approche « tout mutant » est
aussi discutable que l'approche « tout pharmacqlagk, la combinaison des deux offre des
perspectives intéressantes. Faut-il alors pastétuéle d’autres plantes ? Dans l'optique de
continuer a évaluer les effets du plomb sur plaetg®res, le passage a des modéles, tels que
Arabidopsis thalianaou Medicago truncatula,ne semble pas forcément intéressant. Ces
plantes développent peu de biomasse, ce qui repeésiee contrainte importante dans I'étude
de certains marqueurs de stress. De plus, la teileite de leurs feuilles et la finesse de leurs
racines rendent trés difficile I'utilisation de hmiques comme le test des MN ou le Comet
assay.

L'utilisation de tabac pourrait étre intéressamgjs cette plante semble tolérante aux
meétaux lourds. L’'emploi de la tomate pourrait éxgerspective la plus prometteuse, car de
nombreux mutants sont disponibles, et le labomfoarssede une certaine expertise dans cette
plante et a sa réponse a des stress tels que itaooxa déficience en calcium (Alleget al,
2004; Morardet al, 2004; Baboulenet al, 2007).

En conclusion, bien que le modélcia faba possede de nombreux avantages
(croissance rapide, biomasse importante, taillkile@le importante, sensibilité aux métaux),
son avenir au laboratoire est en partie conditioaméléveloppement d’outils moléculaires

chez cette plante.
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Annexe 1 : Composition de la solution de Hoagland

Sels Concentration
KNO3 5 mM
Ca(NGy),, 4H.O 5mM
MgSQs, 7TH,O 5mM
KH,PO, 1mM

Tartrate de fer
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Annexe 2 : Courbes de calibration du Comet assay

Comet cellulaire: incubation des racines pendant 1 h, dans ungi@olde Hoagland

contenant diverses concentrations e@®H
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Comet acellulaire: incubation des lames (sur lesquelles sont fiéegoyaux) pendant
1 h, dans une solution d’incubation (1 M NaCl, 10MnTrizma) contenant diverses

concentrations en 4@,
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Annexe 3 : Analyse des ultrastructures cellulaires

Les échantillons de feuilles et racines subiss&itald une étape de fixation dans du
tampon Cacodylate 0.05M a pH 4.7, additionné deéaghldéhyde 2.5%. lls sont ensuite
progressivement déshydratés, grace a des baingssifsc d’éthanol, en concentrations
croissantes (de 20 a 100%), puis plongés progesssint dans la résine LR White (medium
grade anylic resine), afin de réaliser l'inclusotes échantillons. Les bains dans la résine sont
effectués dans des mélanges a concentrationsamtgssen résine : tout d’abord 1/3 de résine
et 2/3 d’éthanol, puis 2/3 de résine et 1/3 d'éthaat enfin 100% résine. Ensuite, les
échantillons sont déposés dans des gélules, camntdada résine pure, puis placés au four a
70°C pendant une nuit, afin de faire polymériserésine. Aprés refroidissement, les gélules
sont découpées en coupes semi-fines a l'aide danteau diamant histo (Leica
microsystemes). Ces coupes sont réalisées a I'GR #4INRA d’Auzeville-Tolosane en
collaboration avec Alain Jauneau. Les coupes swuie déposées sur des lames et colorées
au bleu de Toluidine 0.1%. Cette coloration perumet visualisation des structures a I'échelle
tissulaire, par observation en microscopie optidues.tissus prennent une couleur variable en
fonction de leur composition et de leur acidités lgarois des tissus lignifiés par exemple
apparaissent bleu foncé intense, les parois riehgsectine acide quand a elles apparaissent

plus claires et peuvent prendre des teintes roses.
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Résumé :

Le plomb est un des métaux les plus utilisés gdorfime mais c’est aussi I'un des plus toxiques.
Dans les écosystémes, la teneur en plomb d’orayitieropique n'a cessé d'augmenter depuis plusieurs
siecles. Dans plusieurs régions en France, le plposle actuellement des problémes importants en
matiére de contamination de I'environnement. Leangs, du fait de leur immobilité, sont
particuliérement exposées. De nombreuses étudeslépatévalué la toxicité de ce métal sur les
végétaux, mais la trés grande majorité a utilisatmcentrations en plomb trés largement supéseure
a celles pouvant se retrouver dans des sites golligs but de ces travaux a été d’'évaluer sur une
espéce sentinelle, Vicia faba, la toxicité de daeplomb réalistes. Nous avons montré que le plomb
pénétrait rapidement dans le systeme racinaireénérgit, aprés seulement quelques heures, un
important stress oxydatif a l'origine d'une peroajidn lipidigue et de [I'induction d'effets
génotoxiques dans les cellules racinaires : cassameniveau de I'’ADN et induction d’aberrations
chromosomiques. Nous avons pu mettre en évideneelajusource de ce stress oxydatif était
directement liée a l'activation de NADPH oxydaseximaires via une calmoduline kinase.
L'utilisation d’'inhibiteurs de cette enzyme et dimxydants a permis de montrer que la production
d’espéces réactives de I'oxygéne, initiée par |a&DRA oxydase, était impliquée dans la toxicité du

plomb et plus particulierement dans sa génotoxicité

Mots-clefs :
Plomb, stress oxydatif, phytochélatindcia faba, peroxydation lipidique, glutathion, génotoxicitée,

NADPH oxydase, Especes Réactives de I'Oxygene

Abstract :

Lead contamination of ecosystems from human sourassincreased for centuries. Owing to their
immobility, plants are specially exposed. The gafathis study was to assess the toxicity of realist
lead doses oNicia faba. We demonstrated that lead uptake in roots waskggifter only few hours,
lead uptake induced an important oxidative stned&dia faba roots. This oxidative stress caused lipid
peroxidation and genotoxic effects on roots céltA strand breaks and chromosomal aberrations.
We also demonstrated that NADPH oxidase activatiana calmodulin kinase was implicated in
oxidative stress generation. The use of antioxidendt NADPH oxidase inhibitors highlighted that
NADPH oxidase-mediated ROS production was implit¢atdead toxicity and genotoxicity.

Key words:
Lead, oxidative stress, phytochélatingicia faba, lipid peroxidation, glutathione, genotoxicity,

NADPH oxidase, Reactive oxygen species
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