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La pollution atmosphérique est la présence des substances étrangéres ou une variation
importante dans la proportion de ses constituants est susceptible de provoquer des effets

dommageables sur I’environnement et les populations(Paul et André, 1974).

La surveillance des polluants est nécessaire car ils représentent un danger pour I’homme et les
écosystemes, ils peuvent s’accumuler dans la biosphére et étre facilement transférés le long de
la chaine alimentaire jusqu’a ’homme. Tout exces de métaux dans 1’environnement est donc,

a terme, potentiellement un risque pour les générations futures.

Au-dela de I'intérét de connaitre ’effet des polluants sur les métabolites des lichens, ce sont
en réalité ses éventuels effets sur la santé humaine et les écosystémes qui nous préoccupent le

plus(Gambert et al., 2005).

Les lichens accumulent les métaux lourds qu’ils prélévent & partir du substrat ou de
I’atmosphere.

Les lichens sont utilisés comme bioindicateurs de la pollution par les métaux lourds (Fe, Mn,
Cd, Zn, Pb,...) dans les zones industrielles ou prés des voies de circulation (Déruelle et

Lallement, 1983).

L’accumulation des polluants dans les lichens provoque des désordres physiologiques et

biochimiques trés importantes(Munzi et al., 2009).

C’est dans cette optique qu’on a utilisé le lichen Xanthoria parietina pour étudier I’effet des
deux polluants le plomb et fluor sur la dégradation de certains métabolites primaires du
lichen ; la chlorophylle, les protéines etcertains métabolites secondaires polyphénols et

flavonoides.



De ce faire on a organisé notre travail en deux parties :
- La premicre partie présente des généralités sur les lichens, le plomb et le fluor.
- La deuxiéme partie présente les techniques de traitement des thalles par différences
concentrations du plomb et du fluor, la durée du traitement et les protocoles

expérimentaux ainsi que la discussion des résultats obtenus et la conclusion.
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Chapitre I

Ftude de la végétation lichénique
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CHAPITRE I ETUDE DE LA VEGETATION LICHENIQUE

1.1. définition de lichen

Organismes primitifs résultant d’une association symbiotique intime entre un champignon
le (mycobionte) constituant le thalle de I’individu, et un partenaire chlorophyllien,
cyanophycée ou chlorophycée le (photobionte). Les lichens peuvent coloniser tous les milieux
méme les plus hostiles. D’ailleurs c’est 1a 'une des performances de la symbiose
mycobionte-photobionte que de rendre le lichen cosmopolite. Ce qui n’est aucunement le cas
de ses deux constituants vivant indépendamment (Boullard, 1997).

IIs sont souvent les espéces pionniéres des successions écologiques dans les biotopes terrestre.

(Ramade, 2008).

1.2. Les champignons et les algues constitutifs des lichens

1.2.1. Le Partenaire chlorophyllien

Le partenaire algal, ou photobionte, est donc celui qui dispose de la capacité de
photosynthése, et donc d’utiliser I’énergie solaire pour fabriquer des sucres au départ d’eau et

de CO2.

Le partenaire photosynthétique peut en fait &tre une bactérie photosynthétique, a savoir une
cyanobactérie; le plus souvent ¢’est une algue verte (les Chlorophycées).
Les cyanobactéries et algues qui forment les partenaires photosynthétiques des lichens sont
pratiquement toutes connues a 1état libre et peuvent donc croitre et se reproduire sans étre
associées & un champignon. Leur incorporation dans une symbiose lichénique les modifie

généralement de fagon assez radicale (Sérusiaux et al., 2004).

La plus part existe également & I’état libre, mais certaines espéces ne sont connues que

comme symbiontes lichéniques (Déruelle et Lallement., 1983).

Toutes les algues qui prennent part & la formation d’environ 90% des lichens sont des
chlorophycées. On donne 4 leurs cellules le nom de gonidies, cependant que 1’on parle
plut6t de gonimies pour désigner les cellules d’une cyanobactérie associée. Les chlorophycées
des lichens, unicellulaires en général, appartiennent souvent au genre Trebouxia. Il est rare
que le partenaire algal soit filamenteux (comme c’est le cas pour les Trentepohlia) (Boullard,

1997).



























CHAPITRE I ETUDE DE LA VEGETATION LICHENIQUE

1.6.2. areproduction végétative

Outre la reproduction sexuée par spores, de nombreux lichens ont une reproduction
asexuée ou végétative par dispersion de fragments de thalles ou d’organes spécialisés
contenant les deux constituants de la symbiose, comme les isidies (excroissances du thalle) ou

les sorédies (granules tres fins) (Ulrik, 1999).

L7. Ecologie des lichens

1.7.1 Ecologie et distribution

L’imaginaire collectif véhicule 1’étonnante capacité des champignons lichénisés a
coloniser des habitats inhospitaliers, tels que les déserts et les régions les plus froides du globe
(toundras et hautes montagnes), au point d’ailleurs de quasiment sanctifier le succes de

1’union d’un champignon et d’une algue.

De plus, les lichens sont capables de colorer les toits et les murs de nos maisons. Le succes de
la symbiose lichénique est effectivement impressionnant tant la diversité des habitats
colonisés est grande. On trouve en effet des lichens a peu pres partout, a [’exception notable
des écosystémes marins, ou quelques genres et especes seulement exploitent les zones

rocheuses intertidales (Sérusiaux et al, 2004).

- On peut distinguer trois types principaux de peuplements :

- Peuplements terricoles; les espéces croissant sur le sol, ou le pH de ce substrat, sa
granulométrie, sa richesse en matieres humiques ou en débris végétaux, son empoisonnement
en métaux lourds et surtout son degré de rudéralisation sont des facteurs discriminants

importants (Bauwens et al, 2004).

- Peuplements corticoles ; les especes croissant sur les €corces des arbres et arbustes, elles ne
tirent aucun élément nutritif de ce support (dont I’espece a laquelle il appartient est appelée le

phorophyte), mais sont trés sensibles aux caractéristiques mécaniques et chimiques de celui-
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CHAPITRE 1 ETUDE DE LA VEGETATION LICHENIQUE

ci: acidité, capacité de rétention en eau, spongiosité, etc. La distinction peut étre faite entre un
substrat vivant, auquel cas le lichen est dit épiphyte, et un substrat mort (arbres morts, dressés
ou couchés, €corcés ou non), auquel cas le lichen est dit lignicole. Cette distinction ne permet
qu’imparfaitement de distinguer les espéces qui apprécient les bois écorcés, secs et trés durs

des troncs couchés (ou des souches), pourrissants et humiféres (Bauwens et al, 2004).

- Peuplements saxicoles ou rupicoles ; les especes croissant sur les rochers, elles sont trés
sensibles aux caractéristiques mécaniques et chimiques de ce support: acidité, composition
chimique, capacité de rétention en eau, tendance au délitage ou a la fragmentation, etc. La
distinction peut étre faite entre les espéces qui croissent sur des rochers naturels ou des murs
qui en sont faits, et les espéces qui croissent sur des matériaux de substitution (béton, tuile,
asbeste, etc.). Les espéces qui obligatoirement croissent sur des bryophytes (mousses et
hépatiques essentiellement), eux-mémes corticoles ou saxicoles, généralement mais pas
toujours des mousses pleurocarpes, sont dites muscicoles. Pour préciser 1’écologie des
bryophytes concernés, on parlera de lichens muscicoles-€piphytes ou de lichens muscicoles-

saxicoles (Bauwens et al, 2004).

7.2. Exigences écologiques
Le succeés avec lequel des lichens colonisent des habitats difficiles (déserts et hautes
latitudes et altitudes) ne doit pas masquer que la plupart des especes ont en fait des exigences

écologiques trés précises, parfois trés étroites (Sérusiaux et al, 2004).

- La disponibilité en eau parait bien étre le premier facteur a considérer. Si les espéces
lichénisées avec des cyanobactéries semblent exiger de 1’eau sous forme liquide, celles
lichénisées avec des algues vertes dépendent de la disponibilité en eau pulvérisée sous forme
d’aérosol (brouillards). C’est ce qui explique que les déserts chauds, trés secs et ou I’eau
n’apparait que sous forme de pluies sporadiques n’abritent pratiquement pas de lichens, alors
que les déserts pratiquement sans pluie mais a brouillards tres fréquents sont colonisés par des
populations exubérantes de lichens.

- L’éclairement est bien entendu un deuxiéme facteur essentiel, beaucoup d’espéces
nécessitant un éclairement important.

- la teneur en azote des substrats, ’enrichissement éventuel d’un substrat en nitrates

détermine fortement les peuplements lichéniques.
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CHAPITRE 1 ETUDE DE LA VEGETATION LICHENIQUE

1.8.2. Usages alimentaires

Les lichens s’inserent dans les chaines alimentaires, sont consommeés par certains
animaux, certains lichens sont utilisés pour l'alimentation humaine :

la mousse d’islande ( cetraria islandica) dans les pays nordiques
Ou font I’objet d’un parasitisme par d’autres champignons qui leur sont inféodés.

(Ozenda et al, 1970).

1.8.3. Usage pharmaceutique

Les lichens produisent de trés nombreux composés chimiques qui leur sont propres et qui
sont susceptibles d’avoir des applications pharmaceutiques. Ainsi, certaines de ces molécules
ont une activité antibiotique ou anti-inflammatoire marquée ou bien encore des propriétés

photoprotectrices (Ozenda, 2000).

1.8.3. Usages industriels
- Teintures et pigments
De nombreux lichens ont anciennement été utilisés comme colorants par 1’artisanat puis
dans I’industrie textile. Il y a plus de 150 ans, le pharmacien rennais Robiquet a décrit les
procédés chimiques de formation de colorants a partir de lichens (Ozenda, 2000).
- Parfums et cosmétiques
Plusieurs lichens comme 1’évernie du prunier (Evernia prunastri) ou la fausse évernie
poudreuse (Pseudevernia furfuracea) fournissent des extraits a odeur persistante, utilisés

dans I’industrie des parfums (Ozenda, 2000).

1.9. Généralité sur le métabolisme
Par métabolisme, on entend toutes les transformations des composés chimiques grice
auxquelles un organisme (ou chacune de cellules) gagne I'énergie et construit sa propre

substance.

Le métabolisme des plantes vertes est associé a l'apparition de l'autotrophie. Au
contraire de la plupart des autres étres vivants, les plantes vertes, en présence de lumicre,

peuvent synthétiser elles-mémes les substrats organiques nécessaires a leur métabolisme: elles
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CHAPITRE 1 ETUDE DE LA VEGETATION LICHENIQUE

utilisent du gaz carbonique, de l'eau, des sels minéraux et parallélement, elles libérent de
l'oxygene (Richter, 1993).

On peut distinguer deux types de métabolites: métabolites primaires et métabolites

secondaires.

L.9.1. Les métabolites primaires
1.9.1.1. Définition

Les métabolites primaires sont les molécules qui existent dans toutes les cellules
végétales et sont nécessaires a la vie de la plante. Ils sont & la base de a machinerie
moléculaire de la cellule. Les glucides, les lipides et les acides aminés sont des exemples
importants de métabolites primaires.

Ces macromolécules sont les produits essentiels du métabolisme, impliqués dans la

croissance et le développement de toutes les cellules végétales (Hopkins, 2003).

1.9.1.2. Les classes de métabolites primaires
a-Les glucides

Comprennent tous les sucres et leurs polymeres, chaque glucide contient du carbone, de
I'hydrogene et de l'oxygene, et peut faire partie soit des monosaccharides, soit des
disaccharides, soit des polysaccharides.

Les glucides sont les biomolécules les plus abondantes de la plante, ils jouent au sein
des étres vivants un nombre de role trés divers (Weinman et Méhul, 2004).

Au niveau extracellulaire, les glucides sous forme de fibres ou de gel joue un role
structural, ils soutiennent et protégent les structures biologiques et entrent dans la constitution
des tissus. Au niveau intracellulaire, les glucides jouent un rdle énergétique, ils sont des

sources d'énergic (Moussard, 2006).

b-Les lipides
Alors que la plus part des familles de molécules de base du monde vivant sont définies
par leurs structures chimiques. Les lipides (du grec lipos, graisse) sont caractérisés par une

propriété physique: la solubilité, ils sont des composés a solubilité, nulle ou faible dans l'eau
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CHAPITRE I1 GENERALITES SUR LE PLOMB

IL.1. Le plomb et ses composés
II.1.1 Le plomb métallique (Pb) - Caractéres physico-chimiques

Le plomb est un métal mou, bleudtre & gris-argent (Viala et Botta, 2005), sans go(t ni
odeur caractéristique, Il fond a 327°C.
Il posséde une forte densité et une ductilité élevée. Se trouvant habituellement en petite
quantité dans la crofite terrestre (Pourrut, 2008).
Le plomb est un métal lourd, trés toxique pour les étres vivants en particulier pour les
vertébrés homéothermes (Ramade, 2002).

A température supérieure a 500°C, il est susceptible d’émettre des vapeurs et des
poussiéres métalliques nocives.
Par ailleurs, la solubilité du plomb dans I’eau n’est pas négligeable et peut étre a I’origine de
la toxicité de certaines eaux de boisson (Viala et Botta, 2005).
IL.1.2. Oxydes de plomb

Ils sont a peu pres insolubles dans ’eau.
I1.1.2.1. Oxyde PbO

C’est le « massicot jaune », qui devient jaune-orangé a chaud pour constituer la
« litharge ». Il sert dans les industries de la verrerie, des émaux, des huiles siccatives, des
accumulateurs etc.
I1.1.2.2. Bioxyde PbO

C’est « ’oxyde puce » de plomb, un oxydant énergique.
I1.1.2.3. Minium Pb30y4

Composé de couleur rouge, il entre dans la composition de peintures antirouille et sert
dans les industries des vernis, des émaux, du cristal, et des accumulateurs (Viala et Botta,
2005).
I1.1.3. Sulfure de plomb PbS

A 1état naturel, il constitue la « galéne ». Il est insoluble dans 1’eau.
Il peut entrer dans la composition de vernis pour poteries artisanales. I fournit des vernis de
couleur jaune, qui peuvent étre colorés en brun par addition d’oxyde de manganése ou en vert
par addition d’oxyde de cuivre.

Ces vernis, encore en usage dans certains pays, sont attaquables par les acides organiques.

11 est donc recommandé de ne jamais préparer ou laisser séjourner des aliments ou ingrédients
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CHAPITRE 11 GENERALITES SUR LE PLOMB

comparativement 4 20 000 tonnes provenant des sources naturelles (Mohamad et Millette,
2004) (Pourrut, 2008).

1] est rejeté dans I’environnement sous forme d’aérosols, par des installations miniéres, par
des usines de récupération de ce métal et surtout par suite de la pollution diffuse lorsque les
alkylPb étaient systématiquement utilisés comme antidétonants dans les essences. Se dépose
sur les parties aériennes des végétaux et pénétre dans le sol ou il peut demeurer trés longtemps
par suite de sa faible solubilité, son temps moyen de séjour atteignant des durées supérieures
au millénaire (Ramade, 2005) (Mohamad et Millette, 2004).

D’autres sources possibles de plomb potentiellement dangereuses pour la santé humaine
telles que les peintures au plomb, les tuyauteries composées de plomb ou tout objet pouvant
en contenir (jouets, boites de conserve, etc.) peuvent aussi avoir un impact important sur la
santé des populations.

Le plomb, quoique non essentiel dans le bon fonctionnement des organismes, est donc un
élément omniprésent dans nos vies.

Il peut devenir toxique pour la vie s’il est présent en quantité trop importante (Komarek et
al., 2008).

I1.4. La production et I’utilisation de plomb

Le plomb est issu d’un minerai, la galéne. L’utilisation du plomb est directement liée a la
métallurgie. Avec deux pics notables. La métallurgie a connu son apogée sous I’empire
romain, lorsque le plomb était utilisé pour la production de la monnaie, les canalisations, la
vaisselle... Ce phénoméne peut étre parfaitement suivi par I’analyse des glaces polaires.

La révolution industrielle a entrainé de nouvelles utilisations massives et une augmentation
exponentielle depuis un siécle tout en se transformant radicalement. Pendant la premiére
moitié du siécle, le plomb a été utilisé dans I’industrie, I’imprimerie et les peintures. Dans la
seconde moitié du siécle, 'utilisation dominante était liée aux carburants automobiles, le
plomb étant ajouté a I’essence comme antidétonant. Cette utilisation est aujourd’hui prohibée
(Gérard Miquel, 2001).

Les émissions de plomb atteignaient 1000 T.an-1 en 1985, mais ces émissions diminuent
réguliérement avec la généralisation de 1’essence sans plomb. En raison de la seule , on a déja
enregistré une baisse de 16 % de la concentration du plomb dans les atmospheéres « test »

comme les atmosphéres polaires.
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En Europe, ce ne sera qu’en janvier 2001 que la majorité des pays a arrété cette pratique. Il
reste tout de méme encore quelques régions du globe ot I’utilisation de 1’essence plombée est
encore trés répandue comme c’est le cas en Afrique.

Dans les pays industrialisés, le probléme du plomb n’est plus d’actualité, mais dans de
nombreux pays (pays émergents le plomb reste encore utilisé. Malheureusement, le

remplacement du plomb, par d’autres substances, pose aussi des problémes (Masclet, 2005).

IL.S. Effet du plomb sur I’environnement

Les dépots d’origine atmosphérique sont, pour les écosystémes naturelles, une charge
supplémentaire par rapport aux teneurs naturelles du fond géochimique (sols, eaux)
I’exposition a une pollution atmosphérique par le plomb est connue pour provoquer des effets
dommageables, & court ou a long terme, aux systémes vivants (écosystémes terrestres et
aquatiques) (Gambert et al., 2005).
- La pollution atmosphérique au plomb

Les conséquences de la pollution atmosphérique au plomb sur les zones rurales et les
plantes ne sont pas non plus parfaitement établies. Le plomb se dépose surtout en surface, est
peu biodisponible, et par conséquent affecte surtout les parties aériennes des plantes et trés
peu les racines. Pour simplifier, on peut dire qu’on peut cultiver des radis en bord d’autoroute,
mais pas de salade.

Le risque en zone rurale est en revanche plus important pour les animaux susceptibles
d’absorber le plomb en surface, dans I’herbe.
L’impact le moins contestable se situe en zone urbaine ou le risque est double ; d’une part, le
risque d’ingestion des poussiéres, en particulier par les enfants en bas dge ; d’autre part,
I’inhalation de particules. Sauf cas exceptionnel, depuis que les mesures existent, les teneurs
en plomb dans I’air n’ont jamais atteint des niveaux inacceptables. Il faudrait surtout
distinguer la contamination des sols et la contamination par voie aérienne des végétaux, qui
est beaucoup plus pertinente en termes de santé publique (INSPQ, 2003).
11.6. Effet sur I'homme
- La toxicité du plomb

L’absorption de plomb peut se faire entre autre par inhalation de particules ou de fumée
ainsi que par ingestion de nourriture et d’eau. Elle peut aussi se faire par ’exposition 4 un
matériel contenant du plomb (telle la peinture). Le plomb dans notre environnement est trés
toxique pour 1'étre humain. Il provoque plusieurs maladies telles que le saturnisme. Il peut
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¢galement étre transmis lors d’une grossesse de la mére au foetus par 1’allaitement ou par le
placenta dii a la déminéralisation des os de la mére et donc de la remise en liberté du plomb
dans le sang.
Des troubles du développement psychomoteur chez des enfants en bas 4ge peuvent également
apparaitre.
Certaines parties des canalisations des eaux potables contiennent également du plomb
(INSPQ, 2003).
I1.7. Effets sur les animaux

L’intoxication des oiseaux : le risque de saturnisme.
Depuis le début des années 60, 50 000 oiseaux ont été¢ examinés. Le risque de saturnisme est
confirmé.
Plusieurs effets peuvent étre distingués :
- En premier lieu, la mortalité est directement corrélée avec I’ingestion de plomb. Avec quatre
plombs ingérés, la mortalité est quasi certaine.
- En second lieu, I’ingestion de plombs a des effets sur les comportements des animaux.
Certains effets sont immédiats. L.’oiseau qui a ingéré du plomb se nourrit, vole moins bien,
s’oriente moins bien. D’autres effets, décalés dans le temps, affectent la reproduction. La
réduction de la taille des pontes est évaluée a un tiers chez les canes ayant ingéré des plombs.
Une récente thése vétérinaire considére que « 1’ingestion d’une faible quantité de plombs de
chasse chez les canards colvert peut mettre en péril le succés reproducteur des individus
exposés, et par 14 méme, la pérennité de 1’espéce ».

(Gérard Miquel, 2001).

I1.8. Effet sur les plantes

Les plantes peuvent absorber le plomb présent dans le sol par ’intermédiaire de leurs
racines. Une partie de ce métal, présent dans les retombées atmosphériques ou dans les
amendements agricoles (impuretés), peut également €tre absorbée par leurs feuilles.
Cependant, en dehors de zones proches d’installations générant la production de grandes
quantités de plomb dans I’atmosphére, la plus grande partie du plomb absorbée par les plantes
I’est par absorption racinaire (Pourrut, 2008).

Tous les végétaux sont des accumulateurs de plomb qu’ils soient aquatiques (algue) ou
terrestres (lichens, champignons, mousses, feuilles des arbres, 1égumes...) premier maillon de

la chaine alimentaire, les végétaux sont le point de départ du transfert de plomb dans cette
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CHAPITRE 111 GENERALITES SUR LE FLUOR

I11.4. Effet du fluor sur ’environnement
Le fluor peut étre a I’origine d’une importante pollution atmosphérique et donc des sols
dans les environs d’usines d’électrochimie de d’aluminium et, & un degré moindre, auteur des

cimenteries.

Il contamine les parties aériennes des végétaux et les sols. Il contamine aussi les chaines
alimentaires des animaux domestiques via les herbages pollués causant une grave maladie, la

fluorose des ongulés (Ramade, 2002-2005).

Les chlorofluorocarbures (CFC, Fréons), utilisés en particulier comme produits réfrigérants
et agents d'expansion des mati€res plastiques, sont relativement stables et peu toxiques; ils
peuvent cependant altérer la couche d'ozone stratosphérique. Ils sont remplacés par les
hydrofluorocarbures (HFC), et les perfluorocarbures (PFC).

Les Chlorofluorocarbures (CFC) ne se décomposent pas dans la basse atmosphére. La
photo-décomposition a lieu dans la stratosphére du fait de I'absorption de radiations UV et de
la libération de chlore atomique, s'accompagnant de la destruction de la couche d'ozone

stratosphérique.

Ils contribuent aussi a l'effet de serre. Leur fabrication a été arrétée suite au protocole de

Montréal et & ses amendements (Viala et Botta, 2005).

Autre effet méconnu de la pollution fluorée tient en sa nocivité pour les ruchers. En effet, la
plupart des composés inorganiques du fluor possédent de puissantes propriétés insecticides.
Aussi les ruchers ne peuvent perdurer au voisinage d’usine d’électrochimie de 1’alumine et se

maintiennent difficilement prés des briqueteries ( Ramade, 2005).
111.5. Effet du fluor sur I'homme

- Mécanismes d'action chez I'homme

Le fluor est un toxique cumulatif et, de fait, son action sur le tissu osseux ne s'observe
qu'au cours des intoxications chroniques, connues sous le nom de fluoroses, principalement

celles d'origine hydrique chez I'homme.
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La fixation du fluor au niveau du tissu osseux est fonction de son apport & 1'organisme, surtout
par voies digestive et pulmonaire, de la réactivité du tissu osseux en surface et de l'efficacité
de son excrétion urinaire. La fixation sur le squelette est rapide; elle est plus importante au
niveau de l'os jeune, ou siége une activité biologique intense (la gravité de l'atteinte chez
l'enfant est & souligner). Dans les tissus mous, sa concentration est voisine de celle du plasma.
Une action nocive sur le systéme nerveux est également mentionnée.
La toxicité des fluorocarbures est considérée comme faible. Certains peuvent cependant
donner lieu a des intoxications séveéres (modifications de la voix, oppression thoracique,
tachycardie, malaises, pertes de connaissance avec I'HCFC 22, 'HCFC 142b et 'HFC 134a),
et méme mortelles, en cas d'exposition & de fortes concentrations atmosphériques ou d’usage a

des fins toxicomaniaques (Viala et Botta, 2005).
II1.6. Effets sur les animaux

Des fluoroses peuvent aussi affecter le bétail. 90 % de la dose absorbée est fixée sur l'os;

J'élimination est ensuite trés lente (demi-vie de § ans) (Viala et Botta, 2005).

De tous les polluants atmosphériques, le fluor est aussi celui qui cause les dommages les plus
fréquents chez les animaux domestiques.

Dans la plupart des cas, la contamination a lieu non pas par inhalation mais par voie
alimentaire. C'est par contamination de la chalne trophique des animaux d'élevage que le fluor
provoque une intoxication a long terme des bovins, ovins et autres animaux domestiques
homéothermes causant une maladie chronique dénommeée fluorose.

L'alimentation des animaux domestiques dans des prairies naturelles ou avec des plantes
fourragéres polluées les expose a long terme & des concentrations excessives de fluor- qui
peut atteindre dans le feuillage jusqu'a 2000 mgkg-1 de tissus secs - qui finissent par
provoquer la fluorose (Ramade, 2005).
- Conséquences de la fluorose pour 1'élevage

L'intoxication par le fluor se traduit par des troubles de gravité croissante chez les
ruminants. Les premiers symptomes sont de nature dentaire: les dents deviennent moins
résistantes et présentent des marbrures. A un stade ultérieur s'observent des déformations
osseuses. Puis survient une cachexie progressive des animaux contaminés. Les animaux morts

de fluorose présentent a la dissection des nécroses des reins et des surrénales ainsi que des
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CHAPITRE IV N ATERIEL ET METHODES

Les dosages des échantillons licheniques ont été effectués immédiatement 4 to et chaque:
24 heurs apres le traitement.
48 heurs apres le traitement.

96 heurs apres le traitement.

100 mg des échantillons lichéniques a partir de chaque concentration ont été prélevés afin de doser
la chlorophylle et les protéines, pour les flavonoides et les polyphénols totaux on préléve 3g des

échantillons lichéniques a partir de chaque concentration.

IV.4.3. Extraction, dosage des métabolites
IV.4.3.1. Extraction, dosage de la chlorophylle

La quantité de la chlorophylle a, chlorophylle b et la somme de a+b a été dosé selon la méthode
décrite par (Lichtenthaler, 1987), pour l'extraction des pigments, 100 mg (poids frais) de lichen
ont ét¢ extrait avec 5 ml de l'acétone 80% pendant 1 h a I'obscurité. L'extrait a ét€ centrifugé a 3000
rpm pendant 3 min, et les absorbances ont €té lues, entre 645 et 663 nm, en un spectrophotometre.
Les concentrations de chlorophylle a, chlorophylle b et chlorophylle a+b ont été calculées avec les

formules suivantes :
la=12,7x 63-2,69x a5
b=22,9x 45-4,68x 63
latb=20,2x 45-8,02x 63

Chla, '} b, CI a+b Concentrations de chlorophylle a, chlorophylle b et chlorophylle a+b
respectivement Ages, Agss — absorbance a 663 et 645 nm.

IV.4.3.2. Extraction, dosage des polyphénols totaux dans les lichens
a -Extraction

Pour I’extraction des polyphénols totaux, 3g (poids frais) de lichen ont été extrait avec 10 ml
de méthanol 10 % pendant 24 h. Récupération du filtrat aprés la filtration des lichens dans 5 ml de

méthanol.
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Afin de déterminer la quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits de lichens
étudiés, nous avons utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu.
b-Principe

Les polyphénols, mis en présence du carbonate de sodium, conduisent 4 une forme ionisée,
I'lon phénolate. Par ajout du réactif de Folin-Ciocalteu 1'ion phénolate est oxydé puis simultanément
réduit en donnant une solution colorée bleue dont on détermine 1’absorbance.
¢ -Mode opératoire

Pour effectuer ces mesures, nous avons suivi le protocole décrit par (Slinkard et Slingleton
1997).

Cette méthode de mesure va nous permettre d'évaluer la quantité de polyphénols totaux,
contenus dans les extraits étudiés. Le taux de ces composés est déterminé par rapport & une solution
témoin de I’acide gallique.

Pour chaque extrait méthanolique de lichens, nous avons pris 1 ml, 1 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu (1/10) a été ajouté, Smin apres | ml de Bicarbonate de sodium(Na2Co3) de concentration
(2g/100 ml) été ajouté. La lecture au spectrophotometre est effectuée a 760 nm aprés deux heures
de repos a I'abri de 1a lumiere.
d-Mesure de I'absorbance du témoin ’acide gallique

La premiére étape consiste a réaliser les solutions de I’acide gallique préparées a différentes
concentrations, 0,05- 0,1- 0,15- 0,2 mg dans 100 ml d'eau distillée. Chaque solution est ensuite
mélangée dans une fiole selon la séquence suivante (1 ml de la solution de, ’acide gallique 1 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu aprés un repos de 5 min, 1 ml de solution de carbonate de sodium est
ajouté. Le mélange est agité puis son absorbance est mesurée a 760 nm aprés 2 heures de repos a

I'abri de la lumiére.
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e - Mode de calcul

Une formule prenant en compte la masse des extraits des lichens utilisée ainsi que la masse et
les caractéristiques physico-chimiques du I’acide gallique va nous permettre de calculer
directement le pourcentage de chacun des éléments recherchés.

Le pourcentage de polyphénols totaux présents dans un extrait exprimé en mg d’acide
gallique par ml est calculé par la formule suivante issue de la courbe d étalonnage qui figure en

annexe: y=6.703X-0,024

Y: Absorbance des extraits (nm) X: Concentration des polyphénoles dans les extraits (ng/ml’

1V.4.3.3. Extraction, dosage des flavonoides
Pour I’extraction des flavonoides, 3g (poids frais) de lichen ont été extrait avec 10 ml de
méthanol 10% pendant 24 h. Récupération du filtrat aprés la filtration des lichens dans 5 ml de

méthanol.

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des lichens, un dosage des flavonoides a ¢té
effectué.
Les flavonoides contenus dans les extraits méthanoliques des lichens sont estimés par la

méthode du trichlorure d'aluminium (‘AlCl3).

1 ml d'une solution méthanolique d'AlCl; (2%) est ajouté & 1 ml de l'extrait de lichen. Apres
10 minutes d'incubation 4 une température ambiante, 'absorbance du mélange est lue a 415 nm.

La concentration des flavonoides dans chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d'étalonnage établie avec la quercetine exprimée en (mg/ ml) selon la formule suivante:

y=32.12 X - 0.027

IV.4.3.4. Extraction, dosage des protéines

Pour l'extraction des protéines, 100 mg (poids frais) de lichen ont été extrait avec 2 ml de tampon

phosphate & 50 mM et ph égale a 6,8.
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Apres centrifugation & 12000 rpm avec 4°C pendant 20 minutes, & 50 pl de I’extrait on a ajouté
2 ml de la solution de Bradford.

Apres 10 minutes, les absorbances ont été lues, a 595 nm, par spectrophotométre. D’aprés la
méthode de Bradford (1976).

Les concentrations de protéines a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage établie avec
I’albumine exprimée en (pug/ ml) selon la formule suivante: y =26.795 X

On a effectué trois répétitions pour chaque essai, pour mentionner la signification des échantillons.

IV.5. L’étude statistique

On a effectué trois répétitions dans chaque concentration pour qu’on puisse calculer I’écart type.
L’étude statistique est réalisée a 'aide du systéme INSTAT2 MS-DOS en utilisant le test de
variance univarié (one-way ANOVA).

Les résultats ont été exprimés en moyenne + SD (déviation standard (n = 3).

Pour I’étude expérimentale sur les lichens, les résultats sont exprimés en moyenne £ SD et nous
comparons les différentes valeurs obtenues en fonction des concentrations des polluants.

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :

- N’est pas significative si p > 0.05 (NS).

- Est significative si 0.05 > p>0.01 (*).

- Est hautement significative si 0.05 > p > 0.01 (**).

- Est trés hautement significative si p <0.001 (***).
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V.1. Résultats de dosage de la chlorophylle

v.1.1. Effet de fluor (NaF) sur la chlorophylle

Les résultats de l'effet du fluor (NaF) sur la dégradation de la chlorophylle (a), la chlorophylle
(b) et 1a chlorophylle (a) + (b) sont représentés par les figures 2, 3 4.

600 —

500
400 - -

300 -~ —_—

chlorophylie a {ug/g)

200 - . |

100 - — .

0 24 48 96

Fig. 2.2 : Variation de la teneur en chlorophylle (a) en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina

traité par différentes concentrations de NaF.

On a remarqué d'aprés la figure 2 une forte diminution de la teneur en chlorophylle (a) juste
aprés un traitement de 24 heurs par 0,5 mM de NaF, la dégradation de la chlorophylle (a) est plus
importante dans les thalles traités par apport au témoin. On a remarqué que l'effet de NaF sur la
dégradation de la chlorophylle (a) est presque le méme chez les concentrations 0,5 ; 1 ; 5 et 10 mM.
Avec une concentration de 73,074 pg/g aprés 96 h du traitement par 10 mM.
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D'apres la figure 7, on a remarqué que la dégradation de la chlorophylle (a+b) est nettement
importante dans les thalles de lichen traités en comparaison avec les témoins, et plus importantes

chez les thalles traités par le plomb que par le fluor.

Apres les résultats, on a remarqué que la teneur en chlorophylle a tendance diminué en fonction
des différentes concentrations du plomb et fluor et la durée de traitement par le polluant ceci que ce
soit pour la chlorophylle (a), (b) ou la chlorophylle totale. Ce résultat est de celle des études de
Munzi et al (2009), qui montrent que le traitement des échantillons lichéniques par différentes

concentrations de polluant provoque la dégradation de la chlorophylle chez les thalles.

La diminution de la quantité de la chlorophylle est traduite par la dégradation de cette derniére a
cause de l'accumulation des polluants. Ce résultat est obtenu par les études de Garty et al (1992),
qui montrent que les métaux lourds tels que le Pb causent la dégradation de la chlorophylle chez

certaines especes licheniques.

Le lichen est capable d'accumuler les différentes éléments toxiques particulierement les métaux
lourds ou les éléments traces métalliques tel que le plomb qui influe sur les processus de la
photosynthése et va dégrader la chlorophylle, ce résultat est obtenu par les études de Carreras et
Pignata (2007) qui montrent que les métaux lourds provoquent une diminution de 'assimilation
des pigments.

Semadi et Deruelle (1993), montrent que la pollution par le plomb provoque la dégradation de la

chlorophylle.
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0,5 0

temps/h

Fig. 2.11 : Variation de la teneur des flavonoides en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina

traité par différentes concentrations de NaF.

Les flavonoides, présentent des teneurs élevés dans les extraits du témoin, on a enregistrés une
faible augmentation dans les extraits traités par le polluant Pb(NOs), et NaF dans les concentrations

0,5 et 1 Mm, I’augmentation des valeurs enregistrés dans les concentrations 5 et 10 mM a 96h.

Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux
presque toujours hydrosolubles. Ces dernieres années, une importance particuliere a été accordée
aux propriétés antioxydantes des polyphénols et flavonoides qui sont attribuées a leur capacité de

piéger directement les radicaux libres (Cotelle, 2001 ; Lin et Weng, 2006 ; Heim et al ; 2002).
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Les figures 12 et 13 ont montré que les teneurs en protéines sont affectées par le plomb et le
fluor, ils présentent des diminutions non significatives (p=0,157NS) lors du traitement des
¢chantillons par le plomb, alors qu’ils sont significatives (p=0,046*) lors du traitement par le fluor.
Ces diminutions sont enregistrées en fonction des concentrations croissantes des deux polluants.

Ainsi, on a constaté une diminution des quantités des protéines en fonction du temps, cette
diminution est plus importante aprés 96h de traitement.

En comparaison entre les deux polluants, on a remarqué que la faible teneur en protéines est

enregistrée aprés 96h chez le lichen traité par 10 mM du plomb.

L’action de fortes concentrations du plomb sur les protéines puissent diminuer le pool protéique
(Jana et Choudhuri, 1982; Mohan et Hosetti, 1997; Saxena et al., 2003; Mishra et al., 2006).
Cette diminution quantitative de la teneur en protéines totales apparait comme la résultante de
plusieurs conséquences de 1’action du plomb :

- Modification de I’expression génique (Kovalchuk et al., 2005) et augmentation de I’activité
ribonucléasique (Jana et Choudhuri, 1982; Gopal et Rizvi, 2008).

- Stimulation de I’activité protéasique (Jana and Choudhuri, 1982).

- Diminution de la teneur en acides aminés libres (Xiong et al., 2006), corrélée a une forte
perturbation du métabolisme de 1’azote. Cependant, on constate une augmentation de certains
acides aminés comme la proline (Saradhi et Saradhi, 1991; Mohan et Hosetti, 1997; Qureshi et
al., 2007) qui semble jouer un réle important dans la tolérance de la plante au plomb (Saradhi et

Saradhi, 1991).
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L'utilisation des lichens comme bioindicateurs de la qualité de l'air a un double réle: d'une
part la connaissance de la flore liquénique, d'autres part l'évaluation de la pollution

atmosphérique et la mise en évidence des dommages qui subissent les thalles lichéniques.

Dans notre travail on s’est intéressé au pouvoir des deux polluants plomb et fluor sur la
dégradation de certains métabolites primaires; la chlorophylle et les protéines et
I"accumulation de certains métabolites secondaires ; polyphynols et flavonoides, et ceci par
traitement des thalles du lichen Xanthoria parietina par le nitrates du plomb Pb(NOs), et par
le fluorure de sodium (NaF) solubles dans l'eau a des concentrations différentes (0.5, 1, 5, 10
mM) avec un test témoin consistant 4 un traitement des thalles par 'eau distillé, et d'effectuer
des prélevement immédiatement et aprés 24, 48 et 96h du traitement afin de doser la

chlorophylle, les protéines les polyphynols et les flavonoides.

Les résultats obtenus montrent que le lichen étudié est sensible aux deux polluants et que
cette sensibilité est traduite par une diminution importante de la teneur en chlorophylle et

protéines et accumulation des teneurs remarquables en polyphynols et les flavonoides.

Cette diminution augmente en fonction de la concentration du polluant ainsi qu'en fonction
de la durée du traitement, tous les résultats ont tombés sur une faible teneur en chlorophylle a,
b ou totale aprés 96h du traitement par une concentration 5 mM pour les nitrates du plomb et

10 mM pour les fluorure de sodium.

D'aprés les recherches bibliographiques la dégradation de la chlorophylle est due a la
destruction des acides liquéniques qui se transforment ensuite en phaeophytine, problémes
dans l'assimilation de CO, ce qui influe sur les processus photo synthétiques, destruction de la
structure des chloroplastes (Mnulty et Newman, 1961) et blocage des enzymes intervenant

dans la photosynthése (McCune et al, 1967).
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Tableau. 1 : Teneur en chlorophylle (a) en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina traité

par différentes concentrations de NaF.

ncentrations

Temps 0 Mm 0,5 Mm 1 mM 5 mM 10 mM
Oh 480,35 470,12 466,92 461,876 429,52
o 461,87 402,761 372,45 292,632 220,87
o 474,84 310,87 290,064 199,434 188,009
o 446,65 191,824 132,012 123,024 97,014

Tableau. 2 : Teneur en chlorophylle (b) en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina traité

par différentes concentrations de NaF.

ncentrations

0 mM 0,5 mM 1 mM S mM 10 mM
Temps

Oh 115,35 111,192 99,572 101,382 98,952
24h

104,87 89,061 68,405 85,932 60,87
48h '

114,84 79,887 70,164 76,434 66,009
96h

106,65 69,404 60,712 68,124 55,074




Tableau. 3 : Variation de la teneur en chlorophylle (a+b) en pg/g chez Xanthoria

parietina traité par différentes concentrations de NaF.

ncentrations

0 mM 0,5 mM 1 mM 5 mM 10 mM
Temps

Oh 596,7 581,204 565,664 563,158 538,472
24h

566,74 493,87 438,76 378,564 280,74
48h

566,74 389,74 360,74 275,74 254,84
96h

566,74 261,74 192,724 191,148 152,088

Tableau 4. Teneur en chlorophylle (a) en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina traité

par différentes concentrations de nitrate du plomb Pb(NOj;),,

centrations

0 Mm 0,5 Mm 1 mM 5 mM 10 Mm
Temps
480,45 457,12 426,12 450,92 394,52
Oh ‘
24h 461,81 302,761 272,45 252,632 180,87
48h 474.8 190,87 170,064 96,434 77,545
96h 446,605 88,824 69,012 59,024 42014




Tableau. S: Teneur de la chlorophylle (b) en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina

traité par différentes concentrations de nitrate du plomb Pb(NOs),.

ncentrations

0 mM 0,5 mM 1 mM SmM 10 mM
Temps

Oh 115,35 99,192 91,982 100,52 99,952
24h

104,87 78,761 75,932 62,45 50,87
48h

114,84 71,887 66,434 60,164 58,009
96h

106,65 61,804 68,124 50,012 41,004

Tableau. 6 : Teneur de la chlorophylle (a+b) en pg/g chez le lichen Xanthoria parietina

traité par différentes concentrations de nitrate du plomb Pb(NO;),,

ncentrations

Temps 0 mM 0,5 mM 1 mM 5 mM 10 mM
Ch 595,8 556,312 526,64 542,902 494,472
o 566,68 381,522 330,9 328,564 230,68
o 589,64 262,757 230,64 162,64 135,64
o 553,255 150,628 119,24 127,255 83,014




Tableau. 7 : Variation de la teneur des polyphénols en pg/g chez le lichen Xanthoria

parietina traité par différentes concentrations de Pb(NO3),,

ncentrations

0 mM 0,5 mM 1 mM S5mM 10 mM
Temps

Oh 3,55 4,222 4,121 4,125 3,87
24h

3,822 4,122 4,59 4.6 4.5
48h

4,57 4,458 3,987 451 4,74
96h

4.436 5,196 5,166 5,477 5,856

Tableau. 8 : Variation de la teneur des polyphénols en pg/g chez le lichen Xanthoria

parietina traité par différentes concentrations de NaF.

ncentrations

0 mM 0,5 mM 1 mM S5 mM 10 mM
Temps
Oh 3,55 4,02 4,101 4,05 3,57
24h
3,822 4,02 4,29 4.45 421
48h
4,57 4,05 4,25 4,822 4,92
96h
4,436 5,06 5,106 5,712 6,12




Tableau. 9 : Variation de la teneur des flavonoides en pg/g chez le lichen Xanthoria

parietina traité par différentes concentrations de Pb(NOs),,

ncentrations
0 mM 0,S mM 1 mM S mM 10 mM
Temps
Oh 1,54 1,77 1,98 1,77 1,87
24h .
1,74 1,77 1,85 1,88 1,76
48h
1,958 1,722 1,866 1,55 2,158
96h
2,07 2,59 2,69 2,98 2,984

Tableau. 10 : Variation de la teneur des flavonoides en pg/g chez le lichen Xanthoria

parietina traité par différentes concentrations de NaF.

ncentrations
0 mM 0,5 mM 1 mM S mM 10 mM
Temps
0Oh 1,54 1,512 1,78 1,57 1,67
24h
1,74 1,45 1,58 1,66 1,604
48h
1,958 1,602 1,466 1,902 2,052
96h
2,07 2,55 2,562 2,66 2,88
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