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Résumé 

 

Etude de l’absorption racinaire du cadmium afin d’améliorer  

la modélisation de son transfert vers les plantes 

 

Cette thèse s’applique à améliorer la compréhension de l’absorption du cadmium (Cd) par le 

maïs et le tabouret calaminaire, dans l’objectif de mieux modéliser son transfert vers les 

plantes comestibles ou utilisées en phytoextraction. Le modèle utilisé étant sensible aux 

caractéristiques d’absorption racinaire, le premier objectif était de développer une méthode 

rigoureuse de mesure de ces paramètres. Deux protocoles ont été mis au point pour décrire 

précisément, en fonction de la concentration de Cd en solution, l’influx net de Cd dans les 

deux compartiments racinaires (parois et milieu intracellulaire). Les résultats ont mis en 

évidence, pour la première fois, l’existence d’un système de transport à faible affinité (LATS) 

qui agit en même temps que le système de transport à forte affinité pour le Cd (HATS). Les 

paramètres cinétiques mesurés à travers ces travaux n’ont cependant pas amélioré 

significativement le modèle : le prélèvement de Cd par le maïs est surestimé de 100%, et son 

prélèvement par le tabouret calaminaire est sous-estimé de 66%. Plusieurs facteurs ont alors 

été étudiés pour comprendre les raisons de ce décalage. Nous avons montré que les conditions 

dans lesquelles ont été mesurés les paramètres cinétiques présentaient des caractéristiques 

capables de modifier radicalement leurs valeurs : la composition ionique de la solution 

d’exposition au Cd, la concentration de Cd durant la croissance, et la structure racinaire 

engendrée par la culture en hydroponie. Cette thèse suggère de cultiver les plantes en 

aéroponie, et de mesurer les paramètres cinétiques dans une composition ionique 

représentative du voisinage des parois et des membranes racinaires en sol, composition qu’il 

reste encore à déterminer. 

 

Mots clés : absorption racinaire ; adsorption racinaire ; systèmes de transport membranaire ; 

interactions ioniques ; régulation ; structure racinaire 
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Summary 

 

Study of cadmium root absorption to improve modelling  

of cadmium transfer from soil to plant 

 

This thesis aimed to improve the comprehension of cadmium (Cd) absorption by maize and 

alpine pennycress plants in order to model its transfer into edible and hyperaccumulating 

plants better. Since the model used is sensitive to the characteristics of root absorption, the 

first objective was to develop a rigorous method for measuring those parameters. Two 

protocols were finalized to describe precisely Cd net influx in both root compartments 

(apoplast and symplast) according to Cd concentration in solution. The results highlighted, for 

the first time, the existence of a low-affinity transport system (LATS) that works at the same 

time with the high-affinity transport system (HATS). However, the kinetics parameters 

measured through these experimentations did not succeed in improving significantly the 

model: Cd uptake by maize is overestimated by 100%, and Cd uptake by alpine pennycress is 

under-estimated by 66%. Several factors were investigated in order to understand the reasons 

of this difference. We showed that the experimental conditions used to measure the kinetics 

parameters present characteristics that are able to modify their values significantly: the ionic 

composition of the solution of exposition to Cd, Cd concentration during growth, and the root 

structure that forms in hydroponics. This thesis suggests to choose aeroponics as controlled 

culture condition, and to measure the kinetics parameters in an ionic composition that is 

representative of the close vicinity of the root cell walls and membranes in soil. This 

composition remains to be investigated. 

 

Key words: root absorption; root adsorption; membrane transport systems; ionic interactions 

regulation; root structure 

 

 

 

 

 

 

 



Liste des abréviations 

vi 

 

Liste des abréviations 

 

 1/n : facteur de linéarité de l’isotherme d’adsorption, appelé aussi “capacité 

d’adsorption”, sans unité 

 Cd : cadmium 

 CDF : Cation Diffusion Facilitator 

 CEC racinaire : Capacité d’Echange Cationique Racinaire 

 CPM : coups par minutes 

 DTPA : acide diéthylène triamine penta acétique 

 DW : dry weight 

 EDTA : acide éthylène diamine tétraacétique 

 EGTA : acide ethyleneglycol-tetracetique 

 ETM : Eléments en Traces Métalliques 

 HATS : High-Affinity Transport System (Système de transport à forte affinité pour 

l’élément transporté) 

 Imax : Influx net maximal de l’élément dans le système racinaire 

 Inet : Influx net de l’élément dans le système racinaire 

 Is : Influx de l’élément dans le compartiment symplasmique du système racinaire 

 k2 : est la constante de vitesse d’adsorption (nmol g
-1

RS min
-1

) 

 Kd : coefficient de distribution linéaire solide-solution (Kd en L kg
-1

) 

 KF : facteur de capacité de Freundlich (L nmol g
-1

RS min
-1

 µmol
-1

) 

 Km : concentration en solution pour laquelle l’influx vaut la moitié de l’Imax  

 LATS : Low-Affinity Transport System (Système de transport à faible affinité pour 

l’élément transporté) 

 LCT : Low-affinity Cation Transporter 

 Lin : modèle linéaire 

 LN2 : Liquid Nitrogen (azote liquide) 

 MC : méthanol-chloroforme 

 Me
2+

 : cation métallique 

 MES : (2-(N-morpholino)Ethane Sulfonic Acid 

 MF : matière fraîche 

 MM : modèle de Michaëlis-Menten 



Liste des abréviations 

vii 

 

 MS : matière sèche 

 Nc-H : écotype hyperaccumulateur de Noccaea caerulescens 

 Nc-L : écotype peu accumulateur de Noccaea caerulscens 

 Nramp : Natural resistance-associated macrophage protein 

 PA : parties aériennes 

 PCs : phytochélatines 

 PUF : Plant Uptake Factor : facteur de prélèvement par la plante (L kg
-1

) 

 PR : parties racinaires 

 Q0 : Quantité de Cd racinaire total après exposition au Cd et avant tout processus de 

désorption 

 Qapo : quantité de Cd dans l’apoplasme racinaire 

 qe : quantité de Cd apoplasmique échangeable : quantité de Cd désorbée à l’équilibre 

pour une efficacité de désorption de 100% ((nmol g
-1

RS) 

 Qf : quantité de Cd restant dans les racines après désorption 

 R
2
 : coefficient de détermination 

 RS : racines sèches 

 RUSE : modèle « Root Uptake of Soil Elements » 

 t : temps (min) 

 Vapo : vitesse de prélèvement du Cd dans  l’apoplasme racinaire (µg g
-1

RS min
-1

) 

 Zm : Zea mays 

 ZIP : ZRT, IRT-like Proteins 
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Préambule 

Les plantes représentent le premier maillon de la chaîne alimentaire terrestre, et constituent un 

vecteur de la contamination de l’Homme et des animaux en éléments en traces métalliques 

(ETM). C’est pourquoi il est indispensable de pouvoir évaluer les risques de transfert sol-

plante des ETM, pour pouvoir réduire les flux vers les parties consommées des végétaux, et 

de répondre aux exigences de santé publique. En outre, c’est également la capacité à prévoir 

les flux d’ETM vers les parties aériennes qui permettra de piloter des cultures d’espèces 

utilisées pour dépolluer les sols contaminés. Pour pouvoir construire des outils de prévision 

des quantités accumulables par la plante, il est nécessaire de comprendre les mécanismes de 

transfert du métal du sol vers la plante. 

Cette thèse s’inscrit dans le développement d’un modèle pour la gestion des sols contaminés 

par les ETM, avec le double objectif de réduire les risques grâce à la phytoextraction. L’étude 

est focalisée sur un élément modèle, le cadmium (Cd). Cet élément a été choisi pour plusieurs 

raisons. Premièrement, il s’agit d’un des éléments les plus préoccupants du fait de sa forte 

toxicité pour les végétaux, les animaux et les Humains ; en effet, il constitue, avec le Pb, l’un 

des rares éléments dont la teneur dans l’alimentation humaine soit réglementée (Byrne, 2001). 

Les contaminations qu’il cause sont nombreuses, à la fois dans les domaines agricole, urbain 

et industriel. Aussi, le Cd est intéressant à étudier étant donnée sa bonne représentativité du 

comportement physico-chimique de divers cations polluants. Enfin, nous avons choisi de 

l’étudier en raison également de son caractère non essentiel pour les plantes, ce qui suppose 

des mécanismes différents de ceux développés pour les nutriments métalliques tels que le Zn 

et le Cu.  

La prévision des flux des ETM du sol vers la plante peut être envisagée en partant d’une 

formalisation mathématique décrivant les mécanismes élémentaires régissant ces flux. C’est 

le principe des modèles mécanistes. Les mécanismes et les facteurs de l’absorption du 

cadmium (Cd) par les racines des plantes supérieures son méconnus. L’objectif scientifique 

de ce projet de recherche est de décrire au mieux cette absorption, pour pouvoir avancer vers 

une modélisation des flux à la surface de la racine en tenant compte d’un certain nombre de 

facteurs environnementaux ou intrinsèques à la plante.  

 

Deux plantes modèles seront utilisées. Le tabouret calaminaire (Noccaea caerulescens J&C 

Presl, anciennement appelée Thlaspi caerulesecens J&C Presl) est un hyperaccumulateur de 
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Cd. Le maïs (Zea mays L.) sera représentatif des plantes à vocation alimentaire et à faible 

prélèvement en Cd.  

 

Le mémoire s’articule en trois parties. Premièrement, le document fait un état des lieux des 

connaissances sur le prélèvement racinaire des cations, et des ETM en particulier. C’est sur 

cette analyse bibliographique que se basera la démarche scientifique de la thèse. 

Les parties 2 et 3 contiennent les chapitres correspondant aux différentes expérimentations 

réalisées. En raison des résultats contradictoires présents dans la littérature, la partie 2 

s’attachera à lever le doute sur la formalisation mathématique de la fonction d’absorption de 

Cd. En effet, les travaux antécédents ne sont pas parvenus à distinguer précisément le Cd 

apoplasmique du symplasmique, ce qui biaise la mesure des quantités réelles de Cd qui 

entrent dans le milieu intracellulaire ; c’est pourquoi nous nous intéresserons en particulier à 

décrire l’absorption du Cd dans le milieu intracellulaire (le symplasme) et à caractériser la 

sorption et la diffusion du métal dans le compartiment extracellulaire des racines 

(l’apoplasme). Les paramètres obtenus seront ensuite intégrés dans le modèle pour une 

simulation du prélèvement de la plante. L’écart entre la simulation du modèle et les quantités 

accumulées mesurées en pots, amènera la partie suivante. La partie 3 se concentrera sur les 

facteurs susceptibles d’avoir un effet significatif sur la fonction d’absorption, et d’expliquer 

l’écart entre le modèle et la réalité. Seront étudiés des facteurs jusque-là jamais pris en compte 

dans la modélisation du prélèvement racinaire des éléments : la composition ionique de la 

solution d’exposition au Cd, le statut de la plante en Cd avant la mesure des flux d’absorption, 

et les caractéristiques anatomiques des racines au moment de l’absorption du métal. Autant de 

facteurs susceptibles d’avoir un effet significatif sur les valeurs des paramètres cinétiques 

d’absorption. 

La conclusion générale fera le point sur les directions que devraient prendre les recherches 

pour améliorer la simulation du transfert sol-plante du Cd. 
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Partie 1. Que sait-on du transfert sol-plante du Cd ? 

Chapitre 1. Le Cd, un danger pour la chaîne alimentaire 

I. Un élément naturel hautement toxique 

I.1. Un élément en trace métallique (ETM) 

Le Cd fait partie des éléments en traces métalliques (ETM) les plus couramment rencontrés, 

avec Cr, Cu, Hg, Pb et Zn. Ce sont des composants naturels de la planète, mais leur 

concentration dans le sol a significativement augmenté en raison de l’activité humaine 

(Nriagu et Pacyna, 1988).  

Les ETM sont répertoriés dans des classes (Foulkes, 2000). La classe A est représentée par le 

fer, qui est essential pour la vie en concentrations relativement élevées. La classe B contient 

les métaux qui n’ont aucun rôle biologique connu, et qui ne montrent pas (ou que peu) de 

toxicité vis-à-vis des êtres vivants (lanthanum, strontium…). La classe C réunit les éléments 

métalliques qui en traces sont essentiels à certains êtres vivants, mais dont la toxicité devient 

très forte en concentrations plus élevées. Enfin, le cadmium appartient à la classe D, à savoir 

les ETM qui sont toxiques même à des niveaux faibles, et qui n’ont pas de fonction 

biologique connue. Le mercure, le plomb et l’uranium en font également partie.  

I.2. Un élément du sol mobile et dangereux 

Comme tous les ETM, le Cd peut être une source de risque pour l’environnement. En 

s’accumulant dans la chaîne alimentaire, il représente un danger pour la santé de tous les êtres 

vivants, depuis les végétaux jusqu’à l’homme. Le Cd est d’ailleurs l’un des métaux les plus 

toxiques de la planète vis-à-vis de l’environnement (Basic et Besnard, 2006).  

Les concentrations de Cd dans le sol varient entre 0,1 et 345 mg.kg
-1

 (Lasat, 2000). Dans les 

sols non pollués, il est présent à des taux compris entre 0,1 et 0,5 mg.kg
-1

 (Schutzendubel et 

Polle, 2002; Wang et al., 2006). Mais il arrive que des sols soient naturellement riches en Cd 

(jusqu’à 3 mg.kg
-1

) en raison de la composition de la roche mère (Wang et al., 2006). La 

contamination est considérée modérée lorsqu’elle varie entre 1 et 5 mg.kg
-1

.  

Environ 90% des émissions anthropogéniques d’ETM ont eu lieu après 1900. Par conséquent, 

il est reconnu que les activités humaines mènent à une accumulation substantielle d’éléments 

métalliques en traces dans les sols à l’échelle planétaire (Vassilev et al., 2002). Au siècle 

dernier, le sol a connu une accumulation remarquable de Cd suite aux dépôts atmosphériques 
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issus des activités industrielles (mines de zinc), à l’utilisation du Cd dans la production 

d’énergie (piles) et à l’épandage de déchets, de fertilisants, de chaux et de produits 

phytosanitaires ; de plus, étant donnée la forte solubilité du Cd dans l’eau, cette contamination 

est aggravée par l’irrigation, les inondations et les eaux d’infiltration (Yanai et al., 2006). Les 

émissions anthropogéniques de Cd ont été estimées à 30 000 tonnes par an (Schutzendubel et 

Polle, 2002; He et al., 2005). Ainsi, à l’aube du 21
ème

 siècle, la plupart des sols agricoles dans 

le monde sont légèrement à modérément contaminés en Cd, suite à l’épandage de boues de 

stations d’épuration et au dépôt de poudres de fonderie (Kaschl et al., 2002; Vassilev et al., 

2002). La contamination des sols en Cd constitue un problème très inquiétant pour les 

surfaces agricoles et les eaux souterraines, et par conséquent pour la santé humaine et 

animale.  

I.3. La toxicité du Cd pour la chaîne alimentaire 

Tout d’abord, cette contamination a probablement un effet néfaste sur l’activité microbienne, 

la biodiversité et la fertilité du sol. Ces dégâts peuvent causent ensuite des pertes de 

rendement de productions agricoles, et des dégâts sur la santé animale et humaine. Ensuite, si 

le Cd est transloqué des racines vers les parties comestibles des plantes, il peut empoisonner à 

la fois les animaux et les humains qui les consomment. De plus, des niveaux élevés de Cd 

dans le sol sont phytotoxiques, d’où non seulement une faible croissance et des pertes de 

rendement, mais également un couvert végétal pauvre à l’origine de la mobilisation du métal 

dans les eaux de ruissellement. Il faut encore ajouter qu’un couvert végétal pauvre générera 

un sol nu qui s’érodera facilement et favorisera ainsi la dispersion de la contamination dans 

l’air via les particules de sol (Lasat, 2000). 

 

Le Cd est hautement toxique pour tous les êtres vivants (Kaschl et al., 2002), en particulier à 

cause de sa capacité à détruire les membranes (Aravind et Prasad, 2005). Le Cd constitue un 

risque certain pour le Vivant, d’autant plus depuis l’industrialisation et les pratiques agricoles 

développées par les hommes au siècle dernier. Le danger vient également de la capacité du Cd 

à traverser les membranes et à pénétrer ainsi dans les organismes (Foulkes, 2000). Itai-Itai est 

le syndrome le plus connu qui découle directement d’une intoxication au Cd ; c’est aussi la 

forme la plus sévère d’empoisonnement chronique au Cd, avec des dégâts ou des dysfonctions 

des reins, des déformations douloureuses voire des fractures des os et même des cancers 

(Inaba et al., 2005). Cette maladie touche en particulier le Japon, où 50 à 70% du Cd ingéré 

par voie orale provient du riz ; une preuve affligeante du lien existant entre la maladie et le riz 
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contaminé au Cd. En effet, le sol agricole s’avère contaminé par des effluents provenant de 

mines de zinc en amont des rivières. L’intoxication massive des consommateurs du riz 

incriminé n’est pas surprenante lorsqu’on sait qu’une concentration aussi faible que 0,1 µM 

dans l’organisme suffit à causer des dysfonctions rénales. Aussi, il a récemment été découvert 

que le Cd peut agir comme un œstrogène, provoquant des anomalies allant de l’hyperplasie de 

l’utérus jusqu’à une précocité de la puberté, à des doses comprises entre 5 et 10 µg kg
-1

 (He et 

al., 2005). En outre, il faut ajouter que la demi-vie du Cd dans le corps humain est 

extrêmement longue (environ 30 ans), ce qui augmente son pouvoir de toxicité (Hinkle et al., 

1987). 

 

La source majeure d’ETM dans les plantes est le prélèvement direct des contaminants dans le 

sol contaminé (Basic et al., 2006). Le Cd est absorbé par les racines car il serait très mobile 

dans le sol (Kaschl et al., 2002). Bien que le Cd ne soit ni essentiel ni bénéfique pour les 

plantes, les tissus végétaux contiennent généralement des concentrations de Cd qu’il est 

possible de mesurer (Wojcik et al., 2005). Deux types de plantes contaminées en Cd peuvent 

avoir des effets considérables sur les humains : les plantes directement comestibles (légumes, 

récoltes) et les plantes consommées par le bétail (fourrage). Le Cd n’étant pas dégradable, il 

peut passer d’un organisme à un autre à travers la chaîne alimentaire, et causer des dommages 

chez l’être humain (He et al., 2005). 

Le Cd est également toxique pour les plantes elles-mêmes, même à des concentrations faibles. 

Pour la plupart des plantes, une teneur foliaire en Cd de 5 à 30 g kg
-1

 MS est considérée 

comme toxique (Wojcik et al., 2005). Par ailleurs, l’entrée du Cd dans la plante peut aussi 

réduire l’absorption d’eau et de nutriments, causant des symptômes tels que des chloroses, 

une inhibition de la croissance, un brunissement des apex racinaires, une suppression de 

l’élongation racinaire et enfin la mort (Schutzendubel et Polle, 2002). L’accumulation et 

l’absorption du Cd cause des carences en fer(II) dans les racines par le biais de l’inhibition de 

l’enzyme Fe(III) réductase. Le Cd induit également la génération d’espèces oxygénées 

réactives (ROS) et induit des toxicités à l’intérieur de la cellule, d’où l’inhibition de 

croissance et l’arrêt de l’élongation racinaire. La toxicité du Cd chez les plantes ainsi que les 

défenses mises en place contre ce stress, ont été présentées de façon exhaustive (Benavides et 

al., 2005). 
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II. Le Cd dans le sol et sa biodisponibilité à la surface racinaire 

Les plantes prélèvent dans le sol, l’eau et les sels minéraux dont elles ont besoin pour 

satisfaire leurs besoins vitaux (croissance, défense, reproduction). Ce prélèvement dépend de 

nombreux facteurs, en particulier de la quantité totale de l’élément dans le sol, et de sa 

biodisponibilité. 

II.1. Définition de la biodisponibilité des éléments nutritifs 

Tous les ions minéraux sont liés à la fois à la phase solide et à la phase liquide du sol. Dans la 

phase solide, les ions positifs (dont fait partie Cd
2+

) sont liés aux charges négatives présentées 

par les surfaces des argiles, des oxydes, et des particules organiques. Au niveau de la 

rhizosphère, le sol échange des ions avec la solution du sol, qui les échange à son tour avec 

les racines. Ce sont précisément les éléments présentant cette aptitude à passer dans la 

solution du sol, qui sont phytodisponibles, c’est-à-dire capables d’être absorbés par les 

racines. Cette biodisponibilité des ions dépend de leur spéciation ainsi que de nombreux 

autres paramètres, liés à la fois aux caractéristiques du sol et de la plante.  

II.2. Facteurs influençant la biodisponibilité du cadmium pour la plante 

La quantité d’élément en solution est régulée par divers équilibres physico-chimiques, 

principalement des équilibres de complexation et d’adsorption. On peut donc considérer les 

facteurs susceptibles d’influer sur la disponibilité de Cd comme ceux capables de modifier ces 

équilibres. 

II.2.1. Facteurs liés au sol 

La fraction de l’élément total que l’on trouve dans la solution du sol dépend de nombreux 

facteurs. Le pH est considéré comme étant le principal d’entre eux, car il affecte les 

mécanismes d’adsorption sur les particules de sol (Alloway, 1995). Lorsque le pH diminue 

dans le sol, la fraction de Cd dans la solution du sol augmente, augmentant ainsi la quantité de 

Cd disponible pour la plante : les ions H+ sont plus attirés par les charges négatives des 

particules du sol, et déplacent ainsi le Cd et les autres ions (Alloway, 1995). Beaucoup 

d’études ont montré une corrélation négative entre le pH et le Cd accumulé dans la plante 

(Page et al., 1981 ; Jackson et Alloway, 1991). Ce trait d’une phytodisponibilité du Cd qui 

diminue lorsque le pH augmente a récemment été confirmé sur l’hyperaccumulateur Ganges 
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de l’espèce Thlaspi caerulescens (Roosen et al., 2003) : les concentrations de Cd dans la 

plante atteignaient 236 mg kg
-1

 à pH 5,1 et ne dépassaient pas 121 mg kg
-1

 à pH 6,1.  

 

Les autres facteurs de disponibilité du Cd dans la solution du sol sont étroitement liés à la 

structure et à la composition du sol : sa teneur en argiles, en oxydes de Fe et de Mn, le type et 

la quantité de colloïdes humiques, les ligands complexants et les intrants (McLaughlin et 

Singh, 1999). 

Aussi, le statut du sol en métaux peut favoriser la phytodisponibilité du Cd. Par exemple, il 

peut y avoir une adsorption préférentielle d’autres métaux sur les particules du sol, favorisant 

ainsi la concentration du Cd dans la solution du sol (Adriano, 1986). La concentration en Zn, 

Pb, Cu et Ni dans le sol se sont avérées affecter le prélèvement du Cd par les plantes (Abdel-

Sabour et al, 1988 ; Cataldo, 1988). Par exemple, un déficit en Zn serait responsable d’une 

altération du fonctionnement membranaire, causant l’augmentation du prélèvement de Cd 

(Oliver et al., 1994) dans les grains de blé. 

II.2.2. Facteurs liés à la plante 

La plante elle-même peut altérer la disponibilité des éléments de la rhizosphère, en modifiant 

les équilibres chimiques à la surface de ses racines ; ces modifications varient d’une espèce à 

l’autre, mais également au sein de la même espèce (Foster 1978). En effet, les racines 

excrètent des exsudats racinaires capables d’altérer les conditions rhizosphériques et 

d’augmenter ainsi la disponibilité des nutriments : ces exsudats peuvent acidifier la 

rhizosphère, favoriser la chélation des ions via des acides organiques ou d’autres 

phytométallophores (Welch, 1995), mais également altérer le potentiel redox de la 

rhizosphère par le biais de composés phénoliques (Mench et Martin, 1991). En outre, les 

exsudats racinaires peuvent indirectement affecter non seulement l’activité microbienne dans 

la rhizosphère, mais également les propriétés physiques de la rhizosphère et la croissance 

racinaire. Autant de paramètres importants pour la disponibilité des éléments. Le rôle des 

exsudats racinaires dans l’acquisition des métaux est remarquable. Ils peuvent mobiliser, 

voire fixer les ETM (Mench et al., 1985). En particulier, les exsudats du maïs mobilisent le 

Cd (Morel et al., 1986).  
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Chapitre 2. Le Cd dans la plante 

I. Différents types de plantes selon leur comportement vis-à-vis du Cd 

Le Cd serait absorbé par les plantes en raison de sa ressemblance avec d’autres cations. 

Cependant, tous les végétaux ne se comportent pas de la même manière face au stress 

occasionné par le Cd présent dans le sol. En effet, ils diffèrent en termes de tolérance et de 

résistance au Cd, et bien sûr quant à l’accumulation et à la distribution du métal dans leur 

organisme. Par exemple, le tabouret calaminaire est capable d’accumuler dans ses parties 

aériennes plus de 4,2 kg Cd ha
-1

 (McGrath et al., 2006), alors que le maïs est connu pour ne 

pas accumuler plus de 0,05 kg Cd ha
-1

 dans ses parties aériennes (Chaney et al., 2000).  

 

Les plantes peuvent montrer trois réponses face à une croissance dans des sols contenant des 

concentrations potentiellement toxiques en ions métalliques : un prélèvement racinaire 

incontrôlé, une exclusion, ou une (hyper)accumulation (Baker, 1981) ; le prélèvement 

incontrôlé se solde systématiquement par une intoxication puis la mort (Callahan et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-1. Conceptualisation de la réponse des plantes poussant dans des 

concentrations croissantes en métal (Baker, 1981) 

 

Les plantes excluantes ne transloquent pas les contaminants métalliques dans leurs parties 

aériennes. Cette caractéristique leur permet de croître sur des sols dont la toxicité empêche la 

majorité des plantes de se développer. Les plantes indicatrices présentent des teneurs 
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proportionnelles à la concentration du métal dans le sol. Les plantes accumulatrices montrent 

souvent de fortes concentrations de métal dans leurs parties aériennes. 

Les hyperaccumulateurs (Brooks et al., 1977) sont des espèces capables d’accumuler des 

métaux dans des concentrations 100 fois plus élevées que celles mesurées dans les parties 

aériennes des plantes non accumulatrices, sans montrer de symptômes de toxicité ; ces 

concentrations sont de 10 mg kg
-1

 pour le Hg, 100 mg kg
-1

 pour le Cd, 1000 mg kg
-1

 pour le 

Co, le Cr, le Cu ou le Pb, 10 000 mg kg
-1

 pour le Zn ou le Ni (Brooks et al., 1998 et Baker et 

al., 2000, dans McGrath et al., 2002). Un autre critère du trait hyperaccumulateur est le ratio 

de concentrations métalliques entre les parties aériennes et racinaires, qui doit être supérieur à 

1 (Baker et al., 1994 ; Shen et al., 1997, dans McGrath et al., 2001). La plupart des espèces 

connues de plantes accumulatrices appartiennent à la famille des Brassicacées (Kumar et al., 

1995 dans Belimov et al., 2005). Jusqu’à présent, seules trois espèces observent ces deux 

critères de l’hyperaccumulation du Cd. Il s’agit de trois Brassicacées : Thlaspi caerulescens 

(Brooks, 1998) ou tabouret calaminaire, Thlaspi praecox (Vogel-Mikus et al., 2005) et 

Arabidopsis halleri (Bert et al., 2000 ; Bert et al., 2002).  

Si les hyperaccumulateurs de métaux semblent présenter un trait constitutif à l’échelle de 

l’espèce, l’hyperaccumulation est en revanche spécifique au métal. Par exemple, 

l’hyperaccumulation du Zn chez le tabouret calaminaire semble être un trait constitutif de 

l’espèce, tandis que le Cd est significativement moins hyperaccumulé que le Zn dans cette 

espèce (Reeves et al., 2001). Ainsi, différentes populations de la même espèce présentent des 

capacités d’accumulation de métaux significativement différentes, ce qui procure un matériel 

végétal approprié pour l’étude des mécanismes d’hyperaccumulation (Deng et al., 2007).  

Les plantes hyperacccumulatrices sont en général trouvées sur des sites métallifères. 

II. Facteurs influençant le prélèvement du Cd biodisponible par les végétaux  

II.1. La composition ionique de la solution du sol 

Précédemment, nous avons vu que les ions en solutions peuvent influencer significativement 

la disponibilité du Cd en solution. Mais la composition ionique de la solution du sol constitue 

également un facteur de taille dans le prélèvement du Cd de la solution. La littérature a 

rapporté en particulier des interactions entre les cations et le prélèvement de Cd par les 

racines. L’influx de Cd serait sensible à certains cations monovalents (K, NH4, Na) (Lindberg 

et al., 2004), mais ce sont les cations divalents qui interagissent le plus avec l’entrée du Cd 

dans la plante. Par exemple, une déficience en Zn va promouvoir l’absorption de Cd tandis 
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qu’une forte teneur en Ca réduira le prélèvement du Cd. Aussi, des métaux comme le Cu et le 

Pb, pour lesquels les parois racinaires ont plus d’affinité que pour le Cd, auront tendance à 

entrer en compétition avec le prélèvement du Cd. 

II.2. Facteurs intrinsèques à la plante  

Les espèces végétales diffèrent par leur demande en Cd, et des variétés (ou écotypes) de la 

même espèce) peuvent présenter des facultés de prélèvement très contrastées. C’est le par 

exemple des écotypes Gange et Prayon du tabouret calaminaire : Gange hyperaccumule le Cd 

mais pas Prayon (Zhao et al., 2002). L’âge de la plante joue un rôle dans la mesure où le 

système racinaire âgé ne présente pas du tout les mêmes caractéristiques que le système 

racinaire jeune. D’une part, la CEC est d’autant plus faible que la racine vieillit (Mane et al., 

1970). D’autre part, les zones matures de la racine présentent des cellules différenciées, alors 

que celles-ci ne le sont pas encore dans les zones immatures, à savoir l’apex racinaire.  

La morphologie du système racinaire peut également jouer un rôle fondamental dans le 

prélèvement du Cd. Par exemple, il a été montré que les racines de tabouret calaminaire se 

densifient dans le sol au niveau de patches de métaux ; il est certain que la demande 

importante de la plante hyperaccumulatrice entraîne une ramification intense dans les zones 

riches en métaux (Schwartz et al., 1999). En effet, comme nous le verrons dans le chapitre 

suivant, ce sont justement les apex racinaires qui seraient les principaux acteurs de 

l’absorption du métal.  

Le stade phénologique contrôle aussi le prélèvement du Cd dans la mesure où la demande de 

la plante en Cd évolue selon le stade atteint. Enfin, le statut de la plante en Cd (ou quantité de 

Cd endogène) peut être à l’origine de mécanismes de régulation freinant ou au contraire 

stimulant le prélèvement du métal. 
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Chapitre 3. L’absorption racinaire du Cd et son transport dans la 

plante 

I. L’absorption racinaire du cadmium 

I.1. Structure des racines 

La structure des racines affecte considérablement l’absorption de l’eau et des nutriments dont 

la plante a besoin. C’est pourquoi il est indispensable de la rappeler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-2. Coupe transversale de racine principale de maïs cultivé en hydroponie 

L’épiderme et ses poils absorbants 

L’épiderme est la couche cellulaire la plus externe des racines, en contact direct avec le sol. Il 

fonctionne comme une interface entre la plante et le sol. Les cellules épidermales ont souvent 

des projections étroites appelées poils racinaires, qui s’étendent entre les particules de sol. Ces 

poils racinaires peuvent être plus ou moins denses, voire inexistants (Peterson et Farquhar, 

1996). Ils permettraient d’accroître la surface d’absorption et donc de favoriser l’absorption 

des nutriments. C’est une couche de cellules importante puisque sa position lui permet non 

seulement de prélever l’eau et les solutés, mais aussi d’assurer le rôle d’ancrage des racines 

dans le sol. 

 

Stèle, contenant les vaisseaux 

du xylème et du phloème 

Parenchyme cortical 

Epiderme 

Endoderme 

Hypoderme ou 

Exoderme 
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Le cortex  

Le cortex comprend trois tissus, caractérisés par les modifications de leurs parois et par leur 

localisation en coupe transversale : l’exoderme, le cortex central et l’endoderme. Le cortex 

central contient toutes les couches cellulaires se trouvant entre l’endoderme et l’exoderme.  

L’hypoderme ou exoderme est la couche de cellules se trouvant juste sous l’épiderme. 

Comme les cellules de l’épiderme, celles de l’hypoderme peuvent subir une maturation et 

porter alors le nom d’exoderme dès qu’apparaît le premier stade de maturation caractérisé par 

les cadres de Caspary.  

Le cortex central est un tissu lâche formé de cellules parenchymateuses entre lesquelles se 

trouvent de nombreux espaces intercellulaires. Ces espaces sont remplis d’air même sous une 

pression hydrostatique positive. Lorsque l’exoderme est immature, le passage des ions de 

l’apoplasme vers le symplasme peut avoir lieu dans ces cellules corticales (Nagahashi et al., 

1974). 

L’endoderme est une monocouche de cellules qui présente, à maturation, des bandes de 

Caspary ainsi que des lamelles de subérine. Cette subérine hydrophobe imperméabilise les 

parois de l’endoderme et contraignent ainsi l’eau et les solutés à traverser les membranes 

plasmiques pour parvenir aux vaisseaux de la stèle (Tinker et Nye, 2000). L’endoderme n’est 

pas mature dans l’apex et dans les zones de formation des racines latérales.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-3. Illustration du premier stade de maturation de l’endoderme, avec 

l’apparition de cadres ou « bandes » de Caspary dans les parois radiales des cellules 

endodermales (http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectf03am/casparian.htm) 

 

La stèle 

La stèle contient le cylindre de tissus le plus interne. Elle contient le péricycle, le xylème, le 

phloème, ainsi que les cellules parenchymateuses associées. Le xylème fonctionne en 

conduisant l’eau et les solutés vers les parties aériennes, tandis que le phloème conduit les 

produits de la photosynthèse des parties aériennes vers les racines, en particulier vers les apex 

en croissance et les tissus d’accumulation des racines. 
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Les ions se déplacent dans un premier temps dans l’apoplasme, pour ensuite traverser la 

membrane plasmique et entrer dans le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, les ions 

peuvent passer d’une cellule à l’autre via les plasmodesmes (transport symplasmique), ou 

bien traverser le tonoplaste pour entrer dans la vacuole. C’est la combinaison du transport 

apoplasmique et symplasmique qui permet aux ions de se déplacer de la solution du sol vers 

la stèle. 

I.2. La voie apoplasmique 

L’apoplasme est constitué des parois des cellules ainsi que des espaces intercellulaires. 

Autrement dit, il s’agit de la “matrice extracellulaire” (Schindler et al., 1993). D’un autre 

point de vue, c’est encore “l’environnement physiologique interne de la plante” (Sakurai et 

al., 1998). En effet, les stimuli externes ne sont pas reçus directement par les cellules, mais 

via des échanges avec cet environnement interne (Hoson et al., 1998). 

Les parois sont constituées de trois couches se distinguant à la fois par leurs propriétés 

chimiques et physiques : la lamelle moyenne, la paroi primaire et la paroi secondaire. La 

lamelle moyenne est principalement composée de polysaccharides pectiques avec différents 

degrés de méthylation. Elle sert de colle entre les cellules adjacentes. La paroi primaire est un 

réseau de cellulose faiblement polymérisée, d’hémicellulose et de glycoprotéines. La paroi 

secondaire est formée de cellulose fortement polymérisée, d’hémicellulose et de relativement 

peu de protéines. Il s’agit de la paroi la plus interne, qui se dépose dans la paroi primaire une 

fois que l’élongation cellulaire a cessé. 

Le mouvement des solutés est lié aux propriétés des différentes couches de l’apoplasme. Ce 

sont donc les propriétés des parois qui contrôlent la diffusion ionique dans l’apoplasme. 

 

L’électronégativité des parois 

En raison de la prédominance des groupes carboxyliques libres des acides galacturoniques 

présents dans la lamelle moyenne et la paroi primaire, la face externe des parois cellulaires est 

chargée négativement. Cette éléctronégativité exclut de l’apoplasme les ions chargés 

négativement (Marschner, 1995) tout en assurant l’accumulation des cations dans l’espace 

libre apparent (AFS). C’est pourquoi les ions Ca
2+

 s’accumulent particulièrement dans la 

lamelle moyenne. D’ailleurs, cette adsorption peut quelque peu restreindre l’entrée des 

cations dans le milieu intracellulaire. Ce flux de cations se réalise de façon passive, physique : 

la cinétique de ces cations dans l’apoplasme est contrôlée par la diffusion ainsi que par le flux 
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de masse gouverné par le flux de transpiration (Tinker et Nye, 2000). La fixation des cations 

sur les parois peut affecter non seulement l’acquisition des nutriments mais également la 

tolérance de la plante vis-à-vis de la toxicité de l’ion (Sattelmacher, 2001).  

 

La CEC racinaire  

Les anions immobiles des parois racinaires sont quantifiés par la Capacité d’Echange 

Cationique (CEC). Cette CEC exerce une influence sur le flux des espèces chargées dans la 

racine (Robson et Pitman, 1983). Elle est plus élevée chez les dicotylédones que chez les 

monocotylédones (Sattelmacher, 2001). Elle varie également selon l’espèce et selon l’âge de 

la racine : les zones jeunes ont une CEC plus élevée que les zones plus âgées (Mane et al., 

1970). Enfin, la CEC peut être affectée par divers paramètres environnementaux. 

 

La porosité des parois cellulaires  

Dans la paroi primaire comme dans la paroi secondaire, le réseau de cellulose et 

d’hémicellulose contient des espaces interfibrillaires et intermicellaires dont la taille varie 

entre 3,5 et 14 nm (Strugger et Peveling, 1961; Carpita et al., 1979), ce qui montre que les 

parois ne représentent pas une barrière de diffusion majeure, même pour les molécules les 

plus grandes. Mais cette perméabilité peut être diminuée suite à des stress environnementaux 

comme la présence d’ions toxiques (Sattelmacher, 2001). En outre, la porosité des parois 

varie selon l’ontogénie et la différenciation cellulaire. En effet, les cellules de l’apex 

présenteraient des parois immatures, où les pores intermicrofibrillaires ne seraient pas encore 

formés, ce qui expliquerait l’imperméabilité de leurs parois aux ions (Cholewa, 2000) et aux 

colorants fluorescents (Enstone et Peterson, 1992). De même, les dépôts de subérine et de 

lignine lors de la maturation de l’endoderme et de l’hypoderme réduiraient la porosité des 

parois concernées. Le diamètre des pores dans les parois subérisées est encore mal renseigné. 

Les solutés de faible poids moléculaire (ions hydratés par exemple) ayant des diamètres ne 

dépassant pas quelques dixièmes de nanomètres, il est impossible que les ions soient 

sélectionnés par la taille en absence de barrières apoplasmiques. Les chélats volumineux sont 

par contre exclus. Ainsi, les métaux comme le Zn ou le Cu sont préférentiellement absorbés 

sous leur forme ionique plutôt que sous leur forme chélatée.  

I.3. La voie symplasmique 

Le symplasme est un continuum de cytoplasmes de cellules adjacentes, liés entre eux par des 

plasmodesmes. Ces plasmodesmes sont des structures dont le diamètre avoisine les 50 nm. 
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Chaque plasmodesme contient un « anneau » cytoplasmique d’un diamètre de quelques nm (3 

à 6 nm), par lequel le transport symplasmique aurait lieu (Ding et al., 1992).  

Lors du mouvement radial des ions dans la racine, le transport transmembranaire des cations 

présents dans l’apoplasme peut avoir lieu au niveau des cellules de l’épiderme, de 

l’exoderme, du cylindre cortical et de l’endoderme (Nagahashi et al., 1974). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-4. Schématisation des voies apoplasmique et symplasmique pouvant assurer le 

transport d’un cation de la solution du sol jusqu’aux vaisseaux de la stèle (Taizet Zeiger., 

2010) 

I.4. Description du mouvement radial  

Les ions suivent un mouvement radial dans la racine, partant de la solution du sol vers les 

vaisseaux de la stèle. Ce mouvement est affecté par la structure anatomique des racines.  

 

Dans les zones où l’exoderme est immature voire inexistant, les ions sont libres de 

parcourir un chemin apoplasmique, d’abord dans l’épiderme puis dans le cortex. C’est alors 

seulement au niveau de l’endoderme que les cadres de Caspary bloquent le mouvement 

apoplasmique des ions. Théoriquement, le passage des ions du compartiment apoplasmique 

vers le compartiment symplasmique peut avoir lieu dans l’ensemble des cellules 

épidermiques, corticales et endodermales. Cependant, la localisation de ce prélèvement 

symplasmique peut varier considérablement, selon plusieurs facteurs. Parmi eux, la 

concentration de l’ion en solution, la vitesse de diffusion de l’ion dans les parois, et bien sûr 
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la vitesse d’absorption membranaire, cette dernière étant contrôlée par la présence et l’activité 

des protéines de transport membranaire.  

 

En présence de bandes de Caspary dans l’assise exodermale, l’apoplasme accessible aux 

ions se réduit à l’apoplasme de l’épiderme et aux parois tangentielles externes de l’exoderme. 

En outre, si l’ensemble des cellules exodermales est subérisé, le passage des ions de 

l’apoplasme vers le cytoplasme sera restreint aux cellules de l’épiderme. Bien sûr, une fois 

dans le symplasme épidermique, les ions peuvent accéder au symplasme de l’ensemble du 

cortex puis à la stèle, en empruntant les plasmodesmes. Il est important de noter ici que dans 

le cas du maïs, les cellules de l’épiderme ne meurent pas suite à la maturation de l’exoderme, 

ce qui permet donc aux ions de pénétrer dans le cortex même dans les zones racinaires où 

l’exoderme est déjà mature. 

La surface membranaire accessible (SMA) aux ions à partir de la solution du sol sera affectée 

par le développement de l’exoderme. Lorsque l’exoderme est encore immature, c’est-à-dire 

dans les zones jeunes proches de l’apex, toutes les membranes plasmiques des tissus à 

l’extérieur de l’endoderme mature, y compris celles bordant les parois tangentielles externes 

des cellules endodermales, sont disponibles pour le prélèvement des ions. Par exemple, dans 

le cas de l’onion, Kamula et al. (1994) estiment cette surface à 90,9 mm
2
 par mm de longueur 

racinaire. 

Dans une région plus âgée où l’exoderme présentera des bandes de Caspary, les membranes 

plasmiques de l’épiderme et celles en bordure des parois tangentielles de l’exoderme 

constitueront la seule surface membranaire disponible pour l’absorption des ions. En outre, le 

dépôt des lamelles de subérine réduira cette surface aux membranes de l’épiderme. 

 

Ce mouvement radial est très dépendant à la fois de certaines caractéristiques de la plante 

elle-même, et de facteurs environnementaux. 

I.4.1. Les facteurs inhérents à la plante  

Le transport du cation de la solution de sol vers la stèle varie non seulement d’une espèce à 

l’autre, mais également selon la distance à l’apex. La CEC racinaire n’est pas la même d’une 

espèce à l’autre, et varie également selon l’âge de la racine, les parties les plus jeunes 

présentant une CEC plus élevée que les zones les plus âgées. Le prélèvement des éléments ne 

sera donc pas le même sur toute la longueur racinaire.  
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En outre, la structure anatomique des racines joue un rôle notable dans la vitesse de 

prélèvement des éléments puisqu’elle contrôle une part de la séquestration racinaire, ainsi que 

la surface membranaire accessible : en effet, l’apparition des barrières endodermales et 

exodermales réduit sensiblement le flux apoplasmique des éléments, et par là-même la surface 

membranaire en contact avec le soluté. Etant donné que ces barrières gagnent en maturité (et 

en hydrophobicité) avec l’âge de la racine, les surfaces apoplasmique et membranaires 

accessibles au soluté seront d’autant plus réduites que la zone racinaire considérée est âgée. 

Par conséquent, l’architecture racinaire va forcément influencer le prélèvement des éléments, 

puisqu’elle va contrôler la densité d’apex et donc la proportion de tissus jeunes capables 

d’absorber efficacement (plus forte CEC et meilleure accessibilité des surfaces apoplasmique 

et membranaire). En outre, la plante peut réguler ses capacités d’adsorption et d’absorption en 

réponse à une situation de stress, une carence ou une intoxication par exemple. 

I.4.2. Les facteurs environnementaux 

La teneur de l’élément dans la solution du sol est bien sûr le premier facteur affectant la 

quantité prélevée par la plante. Le pH joue également un rôle non négligeable dans la mesure 

où le bon fonctionnement des racines dépend du pH du sol ; ainsi, un pH trop acide 

n’améliorera pas l’absorption d’un cation même si la solubilité de celui-ci est augmentée.  

La composition de la solution du sol joue aussi un rôle non négligeable dans l’absorption 

racinaire d’un élément. En effet, il peut y avoir compétition pour les sites d’adsorption, 

résultant dans une diminution de l’influx de l’élément.  

La transpiration contrôlant une part de l’absorption racinaire, le climat (température, humidité 

de l’air) représente donc un facteur important du prélèvement. Enfin, il faut également 

considérer les pratiques culturales (irrigation, nature du fertilisant, précédent cultural), qui 

vont modifier les facteurs cités ci-dessus. 

II. Le transport du Cd dans la plante 

Une fois prélevé par les racines, le Cd est dirigé vers les organes aériens : tiges, feuilles, 

fruits, grains, mais également racines. Pour ce, les cations doivent parvenir aux vaisseaux 

conducteurs de la stèle, au-delà de l’endoderme. 

 

La force motrice du mouvement des solutés dans la sève brute est le flux de masse dû à la 

transpiration. Mais la forme sous laquelle le Cd est transporté est encore bien mal connue. 
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Plusieurs auteurs suggèrent que le Cd se déplace principalement sous forme d’ion Cd
2+

 (Petit 

& Van de Geijn 1978 ; Hardiman & Jacob 1984). D’autres suggèrent des formes de Cd 

complexées avec d’autres composés, comme les acides organiques, les acides aminés et les 

phytochélatines (Cataldo et al., 1988 ; Senden et al., 1995 ; Welch 1995). Le Cd a été trouvé 

dans les exsudats de plantules de riz, associés à la fraction acides aminés/peptides, suggérant 

qu’il pourrait être complexé à ces composés (Cataldo et al., 1988). Le transport du Cd dans le 

xylème a également été associé à l’acide citrique. En effet, après ajout d’acide citrique aux 

racines de tomates, le prélèvement racinaire de Cd a seulement doublé tandis que son 

transport vers les parties aériennes a été multiplié par six (Senden et al., 1995).  
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Chapitre 4. L’absorption du Cd à travers les membranes plasmiques 

I. Le passage transmembranaire des éléments nutritifs 

Il existe quatre voies essentielles de passage transmembranaire de l’eau et des autres 

molécules de petite taille. C’est le mode de transport ainsi que l’énergie à laquelle il est 

couplé, qui servent de base à la classification des systèmes de transport. On distinguera la 

diffusion (simple ou facilitée) qui assure un transport de la substance suivant son gradient 

électrochimique (transport passif), et le transport actif (primaire et secondaire) qui assure un 

transport contre le gradient électrochimique. Au cours de la diffusion simple, les substances 

traversent simplement la double couche de phospholipides. Dans le cas de la diffusion 

facilitée et des transports actifs, les substances empruntent des protéines de transport 

transmembranaires. 

I.1. La diffusion simple  

La diffusion simple permet aux ions d’être transportés suivant leur gradient, sans impliquer de 

protéine membranaire. Les substances peuvent traverser les membranes par diffusion simple à 

condition qu’elles puissent se dissoudre dans la double couche de phospholipides, c’est-à-dire 

à condition qu’elles soient hydrophobes. Le flux net (quantité en mouvement) est 

proportionnel à la différence de concentration de part et d’autre de la membrane, et à la 

perméabilité de celle-ci. Il n’y a pas de compétition possible entre différentes substances 

transportées par diffusion simple. La diffusion ne sature pas, ni avec la concentration, ni avec 

le gradient. 

I.2.  Les types de protéines de transport des éléments nutritifs 

Le flux transmembranaire des molécules chargées et des ions est assuré quant à lui par des 

protéines transmembranaires appelées « protéines de transport ». Il s’agit de complexes 

protéiques capables d’assurer le passage des ions à travers la membrane. La grande diversité 

des protéines de transport permet à la plante de répondre à de nombreux besoins : fournir les 

systèmes de transport adéquats pour faire face aux différentes disponibilités des métaux dans 

le sol (systèmes de transport à forte affinité pour les métaux peu disponibles, et systèmes de 

transport à faible affinité pour les métaux fortement disponibles), répondre aux spécificités de 

transport des différents types de membranes (cellule ou organite), et enfin répondre aux 
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différentes conditions de stress. Les protéines de transport peuvent être soit des « canaux », 

soit des « transporteurs ». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-5. Illustration des transports membranaires passif et actif 
(http://alenaimp.blogspot.fr/2012/03/diffusion-active-transport-and-osmosis.html) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-6. Illustration des trois types de transport membranaire actif : uniport, 

symport et antiport 

I.3. Les canaux  

Les canaux ioniques (ou pores protéiques) sont des protéines transmembranaires formant un 

canal et dont la lumière, chargée électriquement, est remplie d’eau. Les protéines-canal 

possèdent souvent une porte, et peuvent donc être ouverts ou fermés. La perméabilité du canal 

vis-à-vis de l’ion dépend de la nature et de la charge de l’ion, ainsi que de sa taille lorsqu’il 

est hydraté.  

transporteur 

passif 

canal 

Transporteur 

actif 

http://alenaimp.blogspot.fr/2012/03/diffusion-active-transport-and-osmosis.html
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I.3.1. Les transporteurs 

Le terme “transporteur” est le nom courant pour décrire les protéines membranaires montrant 

une spécificité relativement élevée, et dont les sites de fixation s’ouvrent alternativement de 

part et d’autre de la membrane. Parmi les transporteurs, on distingue les uniports, les 

symports et les pompes, qui seront décrits ultérieurement. Le mécanisme d’interaction entre le 

transporteur et le soluté est de type enzyme-substrat. La liaison du soluté induit un 

changement de conformation du transporteur, qui délivre alors le soluté de l’autre côté de la 

membrane. Le déchargement du soluté sur l’autre face membranaire met fin au transport et la 

protéine recouvre sa conformation originale, lui permettant de lier de nouveau du soluté 

(Hopkins, 2003). 

I.3.2. Comparaison transporteurs / canaux 

Les protéines membranaires (canaux ou transporteurs) peuvent assurer trois types de transport 

membranaire : la diffusion facilitée, le transport actif primaire et le transport actif secondaire 

ou indirect. 

L’importance des transporteurs réside dans la sélectivité qu’ils présentent vis-à-vis du soluté 

qu’ils font entrer ou sortir de la cellule. En revanche, les canaux interviennent lorsque 

d’importantes quantités d’ions doivent traverser la membrane rapidement. En effet, un 

transporteur peut véhiculer de 10
4
 à 10

5
 molécules de soluté par seconde tandis qu’un canal 

peut laisser passer 10
8
 ions par seconde. 

I.4. La diffusion facilitée 

Cette diffusion est facilitée par des canaux ou des transporteurs. Ce transport assure le flux 

des substances chargées suivant leur gradient. C’est un procédé énergie-indépendant, qui 

sature lorsque la substance atteint des concentrations élevées, en raison du manque de 

protéines disponibles. Les substances concernées peuvent entrer en compétition pour le même 

transporteur ou le même pore. On distingue les procédés uniport, symport et antiport. Un 

symporteur transporte deux substrats dans la même direction, tandis qu’un antiporteur 

transporte deux substances dans des directions opposées. Les symports et antiports sont deux 

exemples de cotransports. 

La diffusion facilitée est assurée en particulier par des protéines de type Cation Diffusion 

Facilitator (CDF) et les ZRT, IRT-like Proteins (ZIPs). Tous les substrats des CDF sont des 

cations métalliques divalents dont le rayon ionique varie entre 72 (Zn
2+

) et 97 (Cd
2+

) pm. La 
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plupart des CDF sont des antiporteurs Me
2+

/H
+
 (K

+
) qui catalysent l’efflux des métaux de 

transition, dont Zn, Co, Fe, Cd, Ni ou Mn, du cytoplasme vers l’extérieur de la cellule ou bien 

vers l’intérieur des organites (références dans Montanini et al., 2007). 

I.5. Les transports actifs primaire et secondaire 

Les transporteurs primaires (actifs) couplent leur processus de transport à une source 

d’énergie primaire, à savoir l’hydrolyse de l’ATP. De tels transporteurs sont également 

appelés « pompes ». C’est le cas des transporteurs ABC et des P-ATPases. 

 

Les transporteurs actifs secondaires (ou transporteurs actifs indirects) sont des protéines 

similaires aux transporteurs de la diffusion facilitée, mais qui permettent le transfert d’un 

soluté contre son gradient, grâce à un transport couplé suivant le gradient. Leur force motrice 

réside dans l’énergie stockée dans le gradient électro-chimique du substrat couplé (par 

exemple, les H+ produits par l’ATP-ase). Il s’agit d’antiports. On pense que les familles ZIP 

et Nramp fonctionnent comme des transporteurs secondaires, permettant le flux des molécules 

grâce au gradient de H+ créé par l’hydrolyse de l’ATP. C’est le cas également de la famille 

des Low-Affinity Cation Transporters (LCT) (cotransport avec le Ca). 

 

Les transports primaires et secondaires, ainsi que la diffusion facilitée, montreront un influx 

qui sature lorsque la concentration externe augmente, puisque leurs mécanismes se basent sur 

des complexes protéiques (canaux ou transporteurs). En effet, il y aura saturation lorsque la 

substance atteindra des concentrations élevées, en raison du manque de protéines disponibles. 

Cependant, étant donné que la voie des canaux est plus conductrice que celle des 

transporteurs, la saturation des canaux est certainement atteinte pour des concentrations 

ioniques supérieures à celles requises pour saturer des transporteurs.  

II. Cinétiques d’accumulation et isothermes d’absorption membranaire du Cd 

Des cinétiques d’absorption ont été réalisées pour caractériser le transfert du métal de la 

solution du sol vers les racines de plantes cultivées en hydroponie. L’entrée du Cd dans les 

racines est suivie à l’aide d’un marqueur radioactif, le 
109

Cd. Des études similaires ont 

également été menées sur des protoplastes de manière à s’affranchir de la présence des parois. 

Deux types de courbes sont généralement représentés pour décrire l’absorption du métal par 

les cellules. Ces représentations graphiques du prélèvement du métal sont utiles à la fois pour 
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modéliser et pour comprendre les mécanismes mis en jeu à la surface de la racine. Ces 

courbes permettent d’une part de caractériser la perméabilité membranaire vis-à-vis du métal. 

Elles permettent également d’identifier les chemins empruntés par le métal pour traverser la 

double couche de phospholipides.  

 

Le premier type de courbe décrit l’accumulation du métal dans les cellules au cours du temps.  

Le deuxième type de courbe représente la vitesse d’absorption (influx) du métal dans les 

cellules en fonction de la concentration dans la solution externe : c’est l’isotherme 

d’absorption. L’isotherme d’absorption peut s’obtenir de deux façons. A partir des courbes 

d’accumulation du Cd au cours de l’épuisement, il suffit de dériver la cinétique de 

prélèvement par rapport au temps et de la représenter en fonction de la concentration externe 

en solution (Zhao et al., 2002). La deuxième façon est celle des concentrations croissantes : 

des lots de plantes absorbent le métal dans différentes concentrations pendant une même 

durée et à concentration constante, puis l’influx est quantifié pour chaque plante et chaque 

concentration (Lombi et al., 2002). Dans ce cas, la durée d’exposition au Cd doit être 

suffisamment courte pour que l’influx net corresponde à un influx unidirectionnel (efflux 

négligeable). 

Alors que les membranes des cellules animales sont directement en contact avec la solution 

externe, ce n’est pas le cas des cellules végétales. Premièrement, leurs parois ont une affinité 

très forte pour les métaux et qui agissent comme une barrière ralentissant le transfert des 

solutés de la solution vers les membranes ; deuxièmement, le compartiment apoplasmique 

constitué par les parois cellulaires pourrait bien servir de voie de passage à l’eau et aux 

solutés jusque dans la stèle, sans traverser aucune membrane. Les cinétiques d’absorption sont 

donc difficiles à interpréter, puisqu’il est particulièrement difficile de distinguer le 

prélèvement dû aux parois du prélèvement dû à l’absorption membranaire. Il est important de 

signaler que l’adsorption des cations divalents dans l’apoplasme peut représenter une fraction 

substantielle de l’accumulation du métal par les racines, en particulier après des temps 

d’exposition courts et face à des concentrations en métal élevées (Marschner, 1995; Reid et 

Liu, 2004). Ajoutons que même les cellules animales sont capables d’adsorber le métal sur 

leurs membranes, obligeant les chercheurs à le désorber par des lavages dans l’EGTA, 

l’EDTA ou le même métal non marqué afin de ne pas surestimer l’influx transmembranaire 

(Endo, 2002 ; DelRaso et al., 2003). La désorption du métal apoplasmique est donc une étape 

indispensable.  
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Suite à l’exposition, la désorption des racines est réalisée par un échange isotopique ou un 

simple échange ionique. Un large excès de cation compétiteur (Cd
2+

 lui-même et/ou Ca
2+

) ou 

un agent chélatant comme le DTPA parviennent à éliminer la phase curvilinéaire des 

cinétiques d’accumulation du Cd et du Zn (Homma et Hirata, 1984; Lasat et al., 1996; Hart et 

al., 1998; Harris et Taylor, 2004). Notons que l’étape de désorption s’effectue à température 

glacée pour éviter d’éventuels flux de Cd à travers les membranes cellulaires. La cinétique de 

désorption du Cd consiste en une très forte désorption de métal pendant les 10 premières 

minutes puis une saturation au bout de 15 à 30 min selon les conditions expérimentales. 

 

Sans désorption, la cinétique d’accumulation présente deux phases, une curvilinéaire et l’autre 

linéaire. Après désorption des racines sacrifiées à chaque pas de temps, la phase curvilinéaire 

s’efface, laissant penser qu’il s’agit de l’adsorption du métal sur les parois, et que la durée de 

désorption suffit à désorber le métal apoplasmique. 

 

Une fois l’étape de désorption effectuée, dont la durée varie de 15 à 30 minutes selon les 

travaux publiés, l’apoplasme racinaire n’est pas débarrassé entièrement du Cd : une fraction 

reste fortement attachée aux parois cellulaires (Cataldo et al., 1983). Ceci est clairement 

démontré par des expérimentations sur des apoplasmes obtenus par un traitement au 

methanol-chloroforme (DiTomaso et al., 1992), qui mettent en évidence que le Cd adsorbé 

n’est pas complètement désorbé par l’étape de désorption glacée. Pour certains auteurs, cette 

fraction de Cd serait même non désorbable (Blaudez et al., 2000). 

Ainsi jusqu’à maintenant, les cinétiques d’absorption du Cd par les racines décrivent non pas 

le flux symplasmique mais la somme de prélèvements apoplasmique et symplasmique.  

 

L’isotherme d’absorption que les auteurs ont coutume d’observer est soit saturante, soit 

curvilinéaire ; dans ce dernier cas, l’isotherme est systématiquement subdivisée en une 

composante saturante et une composante linéaire : 

 

L’isotherme saturante est imputée au transport facilité par des pompes à protons ou à du 

cotransport, puisqu’elle s’ajuste à une cinétique michaëlienne, qui correspond au mécanisme 

d’interaction de type enzyme-substrat : Les paramètres sont Imax (ou Vmax) et Km. 
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Imax est l’influx maximal. 

Km est la concentration de substrat (S) pour laquelle l’influx vaut la moitié de l’Imax. Il 

représente l’affinité du système racinaire pour l’ion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-7. Illustration de l’isotherme d’absorption michaëlienne 

 

 

L’isotherme non saturante est considérée comme un reliquat de métal mal désorbé des parois 

racinaires.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-8. Isotherme d’absorption illustrant les deux types de cinétique d’absorption 

membranaire des cations. La cinétique linéaire traduit généralement un mécanisme de 

diffusion simple, tandis que la cinétique michaëlienne met en évidence l’implication de 

transporteurs. 
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Figure 1-9. Isotherme d’absorption racinaire du Cd, après 1 heure d’exposition au métal 

et 15 minutes de désorption (Lu et al., 2008). L’isotherme est arbitrairement interprétée 

comme la somme d’une composante linéaire apoplasmique et d’une composante 

michaëlienne symplasmique. 

 

Mais il n’existe aucune preuve formelle de cette interprétation. La composante non saturante 

pourrait être due à une absorption symplasmique. En effet, les transporteurs membranaires ne 

seraient pas les seules protéines impliquées dans le transport du Cd. En effet, beaucoup de 

canaux cationiques sont perméables aux cations métalliques. Ces canaux pourraient servir de 

passage au Cd, du moins aux fortes concentrations (Dunbar et al., 2003). Le seul cation 

divalent dont le prélèvement principal a lieu via des canaux est le Ca (White, 2001), qui 

présente beaucoup de caractéristiques physiques similaires au Cd, notamment la taille. En 

effet, leurs rayons ioniques sont très proches : 97 pm pour Cd
2+

 et 99 pm pour Ca 
2+

. De plus, 

l’absorption du Cd par les plantes est inhibé par des bloqueurs des canaux à Ca (Lindberg et 

al., 2004). Il est donc possible que Cd
2+

 entre dans la cellule par les canaux à Ca
2+

 à la place 

du Ca
2+

. En effet, cela a été montré chez certaines bactéries.  

Il a été clairement démontré que le Cd emprunte des voies développées pour des ions 

essentiels : le Cd traverserait les membranes des cellules racinaires de façon opportuniste, via 

des protéines transportant le Zn, le Cu ou le Fe (Welch et Norvell, 1999), ou via des canaux 

tels que les canaux à calcium (Cataldo et al., 1983; Costa et Morel, 1993; Zhao et al., 2002).  
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III. La complexation intracellulaire du Cd 

Dans le cytoplasme, les espèces ioniques libres, en particulier les cations divalents, sont 

potentiellement toxiques. Leur forte réactivité entraîne la formation de radicaux libres 

hydroxyles, puissants oxydants potentiellement toxiques pour la plante (Welch, 1995). Les 

ETM, comme le Cd, se lient à des groupes sulphydryl essentiels et à des protéines 

structurales, interférant ainsi avec le métabolisme de la plante (Vogeli-Lange et Wagner, 

1990). De plus, la plupart des cations divalents forment des phosphates de faible solubilité. 

L’accumulation incontrôlée de ces espèces dans le cytoplasme entraînerait la précipitation du 

P cytoplasmique, causant la mort de la cellule (Clarkson et Lüttge, 1989). Par conséquent, il 

est nécessaire que la concentration des cations divalents dans le cytoplasme soit contrôlée et 

maintenue à un niveau tolérable. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans cette régulation 

(Clarkson et Lüttge, 1989). 

III.1. La séquestration du Cd dans les cellules 

Les études sur l’accumulation et la distribution du Cd dans les plantes ont montré que la 

vacuole est un compartiment majeur de la séquestration du Cd comme d’autres ETM (Vogeli-

Lange et Wagner, 1990; Salt et Wagner, 1993). En effet, le Cd entrerait dans les vacuoles de 

racines d’avoine par le biais d’un antiport Cd
2
/H

+
 (Salt et Wagner, 1993). La vacuole contient 

des concentrations élevées de ligands organiques comme le malate, le citrate ou encore le 

phytate (Florijn et Van Beusichem, 1993). Ces substances se lient aux libres de Cd, diminuant 

ainsi l’activité du Cd
2+

 dans la vacuole et régulant donc à la fois l’activité de Cd
2+

 dans la 

vacuole et le cytoplasme. En plus des complexes organiques, le Cd peut aussi former des 

complexes avec les phosphates, chlorides et sulphides à l’intérieur de la vacuole. La 

formation de ces sels pourrait jouer un rôle important dans l’accumulation du Cd dans les 

feuilles de tabac à des niveaux de Cd relativement bas (Wagner et Krotz, 1989). 

III.2. La formation de complexes 

La majorité du Cd cellulaire se trouve sous forme non ionique (Clarkson et Lüttge, 1989), ce 

qui est d’ailleurs considéré comme le mécanisme majeur de tolérance de la plante vis-à-vis du 

métal. De nombreuses formes d’agents de faible poids moléculaire pouvant lier le Cd 

joueraient un rôle important dans le maintien de l’homéostasie dans le cytoplasme. Un groupe 

de polypeptides (poly(γEC)nG) est considéré particulièrement important dans la tolérance au 

Cd : les phytochélatines (Meuwly et al., 1995; Rauser, 1995). Ces phytochélatines (PCs) sont 
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riches en cystéine et présentent une affinité très forte pour le Cd, en raison de leurs groupes 

sulphydryl (Vogeli-Lange et Wagner, 1990). La synthèse des phytochélatines est stimulée par 

la présence d’ETM dont le Cd, mais peut aussi être inhibée par la présence de ligands comme 

l’EDTA ou des phytochélatines dépourvues de métal, peut-être à cause d’un mécanisme de 

régulation en retour (Grill et al., 1987). 

Les PCs joueraient également un rôle dans le transport du Cd dans la vacuole. 
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Chapitre 5. Prévoir le transfert des éléments du sol vers les plantes 

Modéliser le transfert du Cd (et des ETM en général) du sol vers les différentes parties des 

plantes est d’un grand intérêt pour limiter les risques sur la santé. En effet, le modèle 

permettra à terme de prévoir l’accumulation de Cd dans les différents organes ou 

compartiments de la plante, en tenant compte des facteurs pouvant intervenir sur l’absorption 

et la distribution du métal dans la plante (caractéristiques du sol et du climat). D’une part, le 

modèle permettra de prédire les risques liés à la consommation d’une plante, et donc de 

cultiver des variétés appropriées assurant des denrées dont les niveaux de contamination ne 

dépassent pas les normes légales. D’autre part, le modèle servira à prévoir les quantités de 

métal qui seront accumulées dans les parties aériennes des plantes vouées à la 

phytoremédiation, permettant ainsi de piloter des cultures de plantes hyperaccumulatrices sur 

des sites pollués. 

Prédire les quantités d’un ion prélevées par un végétal n’est pas simple. Le prélèvement des 

nutriments par les racines des végétaux est affecté par des interactions complexes entre des 

caractéristiques du sol et des processus propres à la plante. Les facteurs liés au sol, tels que la 

quantité totale de l’élément dans le sol, la salinité du sol, le statut du sol en nutriments et le 

transport des ions vers la surface racinaire affectent la disponibilité des ions et donc leur 

prélèvement par les racines (Chaney et Hornick, 1978). L’absorption racinaire des ions est 

également déterminée par des processus intrinsèques à la plante, en particulier l’architecture 

racinaire, les modifications biologiques de la rhizosphère (exsudats racinaires), et les 

interactions entre la plante et les microorganismes (par exemple les mycorrhizes). 

De nombreuses approches ont vu le jour pour tenter de prévoir l’entrée de l’eau, des 

nutriments ou des ETM dans les plantes. Les scientifiques se sont avant tout intéressés à la 

modélisation des flux d’eau de nutriments dans les plantes, dans l’objectif d’améliorer la 

nutrition des végétaux, de mieux gérer leur fertilisation ou leur irrigation, et d’optimiser les 

rendements  

Pour l’eau, il s’est avéré que les approches proposées requéraient des informations assez 

détaillées sur la distribution des racines, leur densité, leur conductivité ou encore la résistance 

de la plante et du sol, autant de paramètres variant à la fois selon le type de sol, la profondeur 

et aussi le temps (Hoogland et al., 1981).  
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Le flux des nutriments suit une loi de diffusion et une loi de flux de masse, suggérant de 

s’intéresser d’abord au flux de l’eau, de l’absorption jusqu’à la transpiration, avant d’étudier 

le flux des solutés. 

 

Habituellement, le transfert des éléments en traces dans la chaîne alimentaire est caractérisé 

par une approche empirique, en estimant dans un premier temps la concentration de l’élément 

dans la solution du sol via un coefficient de distribution linéaire solide-solution (Kd en L kg
-1

). 

Dans un deuxième temps, sont estimées les concentrations dans les tissus végétaux à travers 

un facteur de prélèvement par la plante (PUF, en L kg
-1

) (Chen et al., 2008). Kd est le ratio 

entre la quantité d’élément totale dans le sol et celle en solution. Le PUF est le ratio entre la 

concentration dans le tissu végétal et celle en solution. C’est une approche qui fait l’hypothèse 

d’un transfert constant de l’élément dans le continuum solide-solution-plante. Or les taux de 

prélèvement varient au cours de la croissance de la plante. D’où la nécessité de développer 

des modèles cinétiques intégrant les processus d’interaction entre le sol et la plante. Ainsi sont 

nés de nombreux modèles, le premier d’entre eux étant celui de Barber et Cushman en 1981. 

Dans ces modèles, l’influx est prédit selon l’équation de Michaelis-Menten, Km étant le 

coefficient de perméabilité de la racine. Les paramètres cinétiques sont recherchés en utilisant 

des plantes cultivées en hydroponie, avec les inconvénients que cela comporte : en 

hydroponie, l’approvisionnement des racines n’est pas limité par la diffusion et le flux de 

masse. En outre, ces modèles font l’hypothèse que les paramètres restent les mêmes pendant 

toute la vie de la plante. Or au cours de la croissance des plantes, le ratio des racines matures 

sur les racines jeunes et actives augmente, et l’Imax diminue. Le facteur temps est donc crucial, 

associé bien entendu au ratio racines matures/racines jeunes (Chen et al., 2008). 

 

Le modèle RUSE réalisé par Perriguey (2006) est basé sur celui de Barber-Cushman. C’est 

sur ce modèle que la thèse tente d’apporter des améliorations.  
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Chapitre 6. Conclusion de la synthèse bibliographique et démarche 

expérimentale 

I. Zones d’ombre 

D’après les travaux de Jérôme Perriguey (2006), il apparaît que le modèle RUSE serait 

sensible aux paramètres cinétiques et au formalisme de la fonction d’absorption. Cette thèse 

se focalise sur différents facteurs pouvant modifier la description de cette fonction. 

 

 La fonction d’absorption du Cd dans le milieu intracellulaire des racines est soumise à 

des contradictions. Sa formalisation par l’équation de Michaëlis-Menten est-elle 

pertinente ?  

Hypothèse émise : la littérature surestime les paramètres cinétiques de l’absorption 

symplasmique en raison d’une désorption insuffisante des parois racinaires. 

 

 Peu d’études accordent de l’importance à la voie apoplasmique. Quelle est donc 

l’influence de cette adsorption sur le prélèvement total de Cd ? Comment intégrer cette 

composante dans le modèle de prélèvement du métal ? 

Hypothèse émise : l’apoplasme joue un rôle non négligeable dans l’accumulation du Cd. 

L’ignorer risque de biaiser significativement la modélisation. 

 

 Aucune étude ne renseigne sur l’effet du Cd endogène sur son absorption racinaire. Si 

des mécanismes de régulation ont lieu au sein de la plante, sont-ils significatifs ? D’après 

les autres éléments absorbés par les racines, une régulation risque de modifier ces 

paramètres. 

 

 Les solutions d’exposition au Cd servant à mesurer les paramètres cinétiques, sont 

parfois simplifiées à l’extrême, parfois représentatives de la solution du sol.  

Hypothèse émise : les paramètres cinétiques peuvent varier significativement en fonction de 

la composition ionique de la solution du sol 

 

 Les cultures en hydroponie sont-elles pertinentes pour mesurer des paramètres 

cinétiques sensées alimenter un modèle de prélèvement du Cd sur le terrain ? Des études 
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prouvent que l’environnement des racines entraîne des modifications architecturales et 

anatomiques.  

Hypothèse émise : les caractéristiques des racines cultivées en hydroponie sont 

significativement différentes de celles des racines cultivées en sol. Cela peut avoir des 

conséquences non négligeables sur la mesure des paramètres cinétiques et la simulation du 

prélèvement de Cd. 

II. Démarche expérimentale 

Le maïs (Zea mays) et le tabouret calaminaire (Noccaea caerulescens (J. Presl & C. Presl), 

anciennement nommé Thlaspi caerulescens (J. Presl & C. Presl)) sont choisis pour le 

développement du modèle (Sterckeman et al., 2004) en raison de leur capacités contrastées de 

tolérance et d’accumulation du Cd. Le maïs est une monocotylédone connue pour accumuler 

le métal dans ses racines (Van Bruwaene et al., 1984, dans Chan et Hale, 2004), et pour 

privilégier la sorption du Cd sur les parois cellulaires (Khan et al., 1984, dans Lozano-

Rodriguez et al., 1997). C’est une des premières céréales consommées au monde, elle est 

représentative des plantes cultivées risquant une contamination des parties consommables. 

L’écotype de Zea mays choisi est MB 2862. Cet hybride fourrager est produit par l’INRA, à 

l’Unité de Génétique et d’Amélioration des Plantes d’Estrées-Mons. Quant au tabouret 

calaminaire, il accumule plus de 1400 mg kg
-1

RS dans ses feuilles (Reeves et al., 2001; 

Schmitt-Sirguey, 2004). 

 

Les plantes seront cultivées en hydroponie de manière à obtenir du matériel racinaire 

facilement exploitable pour réaliser des cinétiques de prélèvement racinaire dans des 

conditions contrôlées. Le Cd sera marqué par un radiotraceur (
109

Cd), de manière à pouvoir 

détecter et quantifier des prélèvements ayant lieu sur des durées très courtes (1 heure). 

 

Dans un premier temps (partie 2), nous chercherons à décrire rigoureusement la fonction de 

prélèvement du Cd par les racines, en tenant compte du Cd s’adsorbant sur les parois 

racinaires. Les paramètres cinétiques trouvés seront alors intégrés au modèle pour confronter 

les données simulées aux données mesurées sur le terrain (en pot). 

Les expérimentations de la partie 3 tentent de donner des explications au décalage qui persiste 

entre les simulations réalisées par le modèle et les mesurées effectuées en pots. 
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Partie 2. Mesure à court terme des paramètres cinétiques 

d’absorption racinaire du Cd et simulation des quantités de Cd 

prélevées à long terme  
 

Les racines prélèvent le Cd à la fois dans leur compartiment apoplasmique (les parois et les 

espaces intercellulaires) et dans leur compartiment symplasmique (le milieu intracellulaire 

délimité par les parois cellulaires). La part de ces deux fractions racinaires dans le 

prélèvement total de Cd par la plante est méconnue. En outre, l’existence de plusieurs 

composantes dans l’absorption symplasmique, que certains résultats laissent supposer, n’a 

jamais été clairement établie. Les paramètres de l’absorption racinaire permettent de 

caractériser la vitesse de prélèvement du métal. Dans les études rapportées par la littérature, 

les chercheurs se sont rarement intéressés à la fraction apoplasmique et se sont focalisés sur 

l’entrée du Cd à travers les membranes plasmiques. Dans cette partie de la thèse, nous 

cherchons à paramétrer les deux composantes du prélèvement, pour connaître leurs impacts 

respectifs sur le prélèvement total racinaire. Les paramètres sont mesurés à travers des 

isothermes de prélèvement racinaire, qui décrivent la vitesse du prélèvement du métal en 

fonction de sa concentration dans la solution d’exposition. L’exposition est de courte durée 

(une heure), de manière à s’affranchir de certains facteurs susceptibles d’affecter la mesure 

des paramètres, par exemple des mécanismes de régulation. 

Une fois le Cd prélevé par les racines, la difficulté majeure est de distinguer le Cd 

symplasmique du Cd adsorbé sur les parois, de manière à ce que les paramètres de 

prélèvement des deux compartiments ne soient pas faussés. Selon les études réalisées à ce 

sujet, 15 à 30 minutes de désorption permettent d’extraire des parois la quasi-totalité du Cd 

apoplasmique. Dans la littérature, le Cd restant dans les racines est ensuite quantifié pour 

tracer l’isotherme d’absorption. Celle-ci est modélisée par une fonction de type Michaëlis-

Menten associée à une fonction linéaire, faisant apparaître deux composantes dont 

l’interprétation n’a jamais été clairement prouvée : la composante saturante est imputée au 

prélèvement membranaire tandis que la composante linéaire est attribuée à du Cd 

apoplasmique résiduel. Pourtant, jusqu’à présent, aucune étude ne lève le doute sur cette 

interprétation des deux composantes (Reid et Liu, 2004) : en effet, la composante linéaire 

pourrait bien refléter une partie de l’absorption symplasmique du Cd. 
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Le modèle de prélèvement racinaire de type Barber-Cushman étant très sensible au 

formalisme de l’isotherme d’absorption, il est très important de parvenir à la décrire façon 

précise. Or nous ne sommes pas certains que le formalisme michaëlien attribué à l’absorption 

dans le compartiment intracellulaire sur le court terme soit adéquat. En effet, les seules 

données disponibles sur les paramètres d’absorption (Imax, Km) du Cd par le maïs (Mullins et 

Sommers, 1986) sont douteuses. Elles ont conduit à de nouvelles mesures, qui remettent en 

cause la fonction de Michaeëlis-Menten dans le cas du maïs et suggèrent une absorption qui 

soit une fonction linéaire de la concentration en solution (Perriguey et al., 2005), ou tout au 

moins des valeurs de Km supérieures de plusieurs ordres de grandeur aux valeurs proposées 

dans la littérature. Nous avons donc cherché à extraire la fraction symplasmique des cellules 

racinaires, pour chacune des concentrations d’exposition, de manière à tracer et à caractériser 

distinctement les isothermes des deux composantes racinaires : l’isotherme d’absorption 

symplasmique et l’isotherme d’absorption apoplasmique.  

 

Dans le premier chapitre, le contenu symplasmique est extrait des racines par un traitement au 

méthanol-chloroforme qui dissout les membranes plasmiques. Nos isothermes symplasmique 

et apoplasmique montrent une forte contribution des parois au prélèvement du Cd lors des 60 

minutes d’exposition ; elles montrent également la combinaison de deux systèmes de 

transport membranaire, l’un à forte affinité et l’autre à faible affinité pour le Cd. Cependant, 

nos résultats montrent a posteriori que ce protocole de fractionnement risque de surestimer 

significativement la fraction symplasmique. C’est pourquoi une deuxième méthode est mise 

au point pour fractionner le Cd racinaire. Elle fera l’objet du chapitre 2 de cette deuxième 

partie. Ce deuxième protocole consiste à suivre dans le temps la cinétique de désorption du 

Cd apoplasmique, et à extraire le contenu symplasmique en lysant les cellules par une brève 

congélation/décongélation des racines dans l’azote liquide. Des tests de validation accréditent 

la validité de ce deuxième protocole de fractionnement (annexe). Le deuxième chapitre 

viendra confirmer les principaux résultats avancés dans le premier chapitre.  

Enfin, les deux méthodes d’obtention des paramètres seront comparées, et ces paramètres 

intégrés dans le modèle pour simuler des prélèvements que l’on confrontera aux mesures 

réalisées en pots.  
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Chapitre 1. Mesure à court terme des paramètres cinétiques de 

l’absorption racinaire du Cd : fractionnement du Cd 

racinaire au méthanol chloroforme (MC) et mise en 
évidence de deux systèmes de transport membranaire 

(méthode MC) 

 

D’après la littérature, le métal apoplasmique comprend une fraction échangeable et une autre 

non échangeable. Selon les auteurs, une fois la fraction échangeable désorbée, c’est cette 

fraction non échangeable, restée sorbée sur les parois des cellules racinaires, qui expliquerait 

la composante linéaire des isothermes d’absorption racinaire. D’autre part, nous ne sommes 

pas certains de la pertinence de l’utilisation de la fonction michaëlienne pour décrire la 

cinétique d’absorption membranaire. C’est pourquoi nous avons séparé physiquement le Cd 

intracellulaire du Cd de cette fraction apoplasmique non échangeable. Dans ce premier 

chapitre, à l’issue d’une heure d’exposition au Cd, nous quantifions le Cd désorbé des parois 

lors des 30 minutes de désorption préconisées par la littérature, puis nous utilisons le mélange 

de méthanol-chloroforme pour dissoudre les membranes cellulaires et ainsi extraire et 

quantifier le Cd intracellulaire ; enfin, le Cd resté sorbé sur les parois est également quantifié 

et additionné à la fraction apoplasmique déjà désorbée lors des 30 premières minutes. Le 

protocole vise donc à quantifier distinctement les fractions symplasmique et apoplasmique 

pour une meilleure estimation des paramètres cinétiques du prélèvement racinaire. 

I. Matériels et méthodes 

I.1. Culture des plantes en conditions contrôlées 

I.1.1. Germination du maïs et du tabouret  

Deux écotypes du tabouret calaminaire sont étudiés : Nc-H (Noccaea caerulescens, High-

accumulator), qui hyperaccumule le Cd, et Nc-L (Noccaea caerulescens, Low-accumulator), 

qui n’accumule pas le Cd. Les graines de maïs et de tabouret calaminaire germent dans une 

boîte en aluminium, sur du papier filtre reposant sur du coton imbibé d’eau. Ces boîtes sont 

recouvertes d’une feuille d’aluminium pour un maintien efficace de l’humidité. La 

germination requiert cinq jours pour le maïs, et une dizaine de jours pour le tabouret 

calaminaire, dans une étuve réglée à 25°C et 20°C respectivement. Quel que soit le type de 

culture choisi, les plantules sont ensuite placées dans un phytotron caractérisé par une 
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luminosité de 300 µmol photons s
-1

 m
-2

, une photopériode de 16 heures, et des températures 

de jour et de nuit de 25 et 20°C respectivement.  

I.1.2. Culture des plantes en hydroponie 

Pour la culture en hydroponie, les plantes sont insérées dans des plaques de polystyrène 

perforées, flottant sur une solution nutritive dans un bac en polyester. Une distance de 5 cm 

sépare les plants de maïs tandis que les plantules de tabouret calaminaire sont séparées d’une 

distance de 1 cm. La solution nutritive de Zea mays est constituée de (µM) : 3000 Ca(NO3)2, 

250 Ca(H2PO4)2, 500 K2SO4, 1000 MgSO4, 2000 NH4NO3, 46 H3BO3, 9 MnSO4, 0.3 CuSO4, 

0,8 Na2MoO4, 0,8 ZnSO4, 7,5 FeSO4. Celle de Noccea caerulescens contient (µM) : 3500 

Ca(NO3)2, 1500 MgSO4, 1200 KNO3, 100 K2HPO4, 10 KCl, 10 H3BO3, 10 MnCl2, 7,5 FeSO4, 

5 ZnSO4, 0,7 NiSO4, 0,2 CuSO4, 0,2 Na2MoO4 (Perriguey, 2006). Le pH de la solution 

nutritive est vérifié quotidiennement et ajusté à 5,7 si nécessaire, par addition de KOH ou de 

NaOH. La disponibilité de tous les nutriments a été vérifiée sur le logiciel CHESS (van der 

Lee, 1998). Pendant toute la durée de la culture, la solution nutritive est continuellement 

oxygénée par des bouquets de capillaires reliés à une arrivée d’air. L’ensemble de la solution 

hydroponique est renouvelé deux fois par semaine en ce qui concerne les plants de maïs, et 

une fois par semaine pour les plantules de tabouret calaminaire. Le volume de solution 

nutritive est de 40 litres pour le maïs et de 24 litres pour le tabouret calaminaire. 

I.2. Exposition au Cd radiomarqué pour l’obtention des isothermes d’absorption 

Au terme de la culture hydroponique (12 jours pour le maïs et trois mois pour le tabouret 

calaminaire), les systèmes racinaires sont rincés à l’eau distillée puis placés dans des 

erlenmeyers de 650 ml de solution d’absorption. Ces solutions contiennent 0,5 mmol.L
-1

 

CaCl2, du CdCl2 (0,05 et 50 µmol.L
-1

), le traceur radioactif 
109

Cd, et 2 mmol.L
-1

 de MES pour 

tamponner le pH de la solution ; le pH est ajusté à 5,7 à l’aide de quelques gouttes de KOH à 

1 mol L
-1

. Les solutions d’exposition des racines au Cd contiennent du CaCl2 0,5 mM pour le 

bien-être du système racinaire au cours de l’exposition du Cd, et pour mimer la force ionique 

du sol. La gamme de concentrations (0 à 50 µM) a été choisie d’après les isothermes de la 

littérature, pour balayer les concentrations du HATS (High-Affinity Transport System) et 

celles de la composante linéaire attribuée à l’adsorption apoplasmique (Figure 1-9). 

L’homogénéité de la solution ainsi que l’oxygénation des racines sont assurées par de fins 
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capillaires en plastique reliés à une arrivée d’air comprimé et plongés dans chacun des 

erlenmeyers durant les 60 min d’exposition au Cd.  

L’absorption se veut à concentration constante, condition sine qua non à l’établissement des 

isothermes d’absorption. Ainsi, les plantes doivent accumuler suffisamment de Cd pour nous 

permettre de quantifier le métal absorbé, tout en ne réduisant pas la concentration externe de 

Cd de manière significative. La concentration est considérée constante tant que le Cd absorbé 

ne dépasse pas 10 % du Cd initial en solution. Après avoir testé la vitesse à laquelle les plants 

épuisent le Cd en solution, il s’avère que les deux écotypes de tabouret calaminaire absorbent 

en une heure plus de 10 % du Cd de la solution. Ainsi, pour que le prélèvement s’effectue à 

concentration constante, les plantes sont transférées dans plusieurs solutions d’absorption 

successives, dans lesquelles la disparition de Cd n’excède pas 10 %.  

I.3. Fractionnement du Cd racinaire au méthanol-chloroforme 

I.3.1. Désorption du métal apoplasmique sorbé réversiblement 

Le prélèvement de Cd par les systèmes racinaires est immédiatement suivi de quatre étapes 

visant à quantifier, pour chacune des concentrations de Cd en solution, le métal apoplasmique 

ainsi que le métal intracellulaire. Dans un premier temps, les systèmes racinaires sont rincés 

dans de l’eau distillée (moins d’une minute), posés quelques secondes sur du papier 

absorbant, puis introduits dans trois bains successifs de solution dite « de désorption », très 

concentrée en CaCl2 (5 mmol.L
-1

) et en CdCl2 (2 mmol.L
-1

), et dont le pH est ajusté à 5,7 

grâce à 2 mmol L
-1

 de MES et quelques gouttes de HNO3 ou de KOH. Chaque bain désorbant 

dure 10 minutes. Cette étape permet de désorber le métal apoplasmique par simple échange 

ionique. Pour réduire au maximum une éventuelle fuite de Cd symplasmique, ou au contraire 

quelque poursuite de l’absorption membranaire, la désorption s’effectue à une température 

inférieure à 4°C qui réduit considérablement la perméabilité membranaire. Le Cd récupéré 

dans ces bains désorbants est appelé « Cd apoplasmique échangé ». Les systèmes racinaires 

sont ensuite séparés des parties aériennes pour subir les trois étapes suivantes du 

fractionnement. 

I.3.2. Récupération du Cd intracellulaire 

Chaque système racinaire est alors introduit dans un volume de méthanol-chloroforme (MC) 

(v/v ; 2/1) pendant 72 heures, afin de dissoudre les membranes plasmiques tout en préservant 

le réseau apoplasmique intact (DiTomaso et al., 1992). A la suite de ce traitement, les 
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systèmes racinaires, morphologiquement inchangés, sont transférés dans deux bains successifs 

d’eau distillée, d’une durée de 24 h chacun. Deux fois par jours, les pots sont agités 

manuellement et énergiquement, de manière à stimuler l’évacuation du métal intracellulaire. 

Enfin, les systèmes racinaires sont à nouveau transférés dans la solution de désorption, pour 

une durée de 30 minutes et à température ambiante, pour désorber le Cd symplasmique 

susceptible de s’adsorber aux parois au cours de son évacuation hors du compartiment 

intracellulaire. La validation de ce protocole est obtenue a posteriori, une fois les résultats 

obtenus ; elle est donc présentée à la fin de ce chapitre. 

I.3.3. Dosage du Cd dans les différents compartiments racinaires 

Les volumes de méthanol-chloroforme, d’eau et de solution désorbante sont déterminés par 

pesée. La radioactivité récupérée dans les pots d’eau, de MC et de solution désorbante est 

quantifiée via des échantillons de 1, 10 ou 20 ml dosés par spectrométrie gamma (Wallac 

1480 Wizard®3 de Perkin Elmer Life Sciences Wallac Oy, Turku, Finland). Les mesures de 

109
Cd permettent d’accéder aux quantités de Cd stable présentes dans les différents 

compartiments, puisque le ratio isotopique initial 
109

Cd/
112

Cd imposé dans la solution 

d’exposition reste le même à l’intérieur de la plante.  

Les apoplasmes racinaires ainsi que les parties aériennes sont finalement séchés à l’étuve 

(72°C) pendant 3 jours puis pesés, avant d’être analysés au spectromètre gamma. Le Cd 

restant dans les apoplasmes racinaires est sera qualifié de « Cd non échangé » puisqu’il s’agit 

du métal étant resté sorbé sur les parois malgré la désorption. 

Lors d’une expérimentation précédente (Redjala, 2005), des systèmes racinaires ont été pesés 

puis broyés (broyeur à agate Retsch, Allemagne) à une granulométrie inférieure à 250 µm. 

Les minéralisations (prise d’essai de 0,5 g dans 8 ml HNO3 et 2 ml H2O2) ont été réalisées 

dans des réacteurs fermés en Téflon
®
, au four à micro-ondes (Mars 5, CEM Corporation, 

Matthews, Caroline du Nord, USA). Une fois refroidi, le minéralisat a été filtré sur du papier 

sans cendres et ajusté à 25 ml avec du HNO3 0,1 M (Schwartz, 1997). Les comptages de la 

radioactivité dans les échantillons non broyés, broyés et minéralisés ont permis d’obtenir une 

relation mathématique permettant de doser le Cd directement dans des échantillons non 

broyés et d’en déduire le Cd dans la même fraction minéralisée. En effet, il est nécessaire que 

tous les comptages de l’expérimentation soient réalisés sur des échantillons liquides pour 

pouvoir être comparés entre eux. 
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I.4. Analyse des données  

Les cinétiques de désorption apoplasmique sont modélisées par la fonction du pseudo-second 

ordre (Ho, 1995). Les ajustements de Freundlich et de Langmuir sont testés sur les isothermes 

d’adsorption. Enfin, les isothermes d’absorption symplasmique sont ajustées selon le modèle 

de Michaëlis-Menten associé ou non à une fonction linéaire ou une deuxième fonction 

michaëlienne. Tous ces ajustements sont effectués sur le logiciel Kaleidagraph
TM

. Pour toutes 

les isothermes, les ajustements sont réalisés après transformation logarithmique des deux 

variables et sur les valeurs correspondant à chaque plante. 

Le Cd compté dans les parties aériennes étant négligeable devant les quantités de Cd 

mesurées dans les différents compartiments racinaires, nous n’en tiendrons donc pas compte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-1. Schématisation du protocole de fractionnement du Cd racinaire pour 

l’obtention des isothermes d’absorption symplasmique et apoplasmique 
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II. Résultats  

II.1. Distribution du Cd dans les différents compartiments racinaires 

La fraction apoplasmique échangée est quantifiée en sommant le Cd échangé pendant les 30 

minutes de désorption à 2°C. Le prélèvement apoplasmique total est calculé en additionnant le 

Cd apoplasmique échangé au Cd resté lié aux parois à la fin du fractionnement (Cd non 

échangé). Ce Cd apoplasmique résiduel représente une part grandissante du compartiment 

apoplasmique, au fur et à mesure que diminue la concentration externe (Figure 2-5). 

La proportion de Cd apoplasmique par rapport au Cd total racinaire, augmente nettement avec 

la concentration en solution, d’environ 30 à 90 % pour les trois plantes considérées. 

Parallèlement, la fraction symplasmique prédomine aux basses concentrations et diminue au 

fur et à mesure que le Cd apoplasmique prend de l’importance  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-2. Distribution du Cd dans les compartiments racinaires, après une heure 

l’absorption dans 0,25 µmol L
-1

, 1 µmol L
-1

 et 50 µmol L
-1

. 

 

 

Le Cd prélevé par les parois racinaires augmente avec la concentration de Cd en solution 

(Figure 2-3), et pour les trois plantes, la proportion de Cd retenue par les parois cellulaires 

racinaires augmente avec la concentration externe, d’environ 30 % à 90 % du total de Cd 

racinaire (Figure 2-2).  
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II.2. Isotherme de prélèvement apoplasmique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-3. Isothermes d’adsorption apoplasmique, après 1 heure d’adsorption à 

concentration constante (n=6 pour Nc-H et Nc-L ; n=4 pour Zm). 

 

 

 

 

Tableau 2-1. Paramètres cinétiques de l’isotherme d’adsorption ; figurent à la fois les 

ajustements sur le Cd échangé et le Cd apoplasmique total. 
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L’isotherme d’adsorption apoplasmique est mathématiquement décrite par le modèle de 

Freundlich (), le modèle de Langmuir offrant un moins bon ajustement.  

V Apop= K F [Cd ]1/n
  Équation 2-1 

VApop (µg g
-1

RS min
-1

) est la vitesse de prélèvement. KF et 1/n sont deux constantes 

empiriques qui permettent de paramétrer l’équation de sorption de Freundlich, et donc de 

caractériser l’interaction entre le Cd et les parois racinaires. KF (L nmol g
-1

RS min
-1

 µmol
-1

) 

est le facteur de capacité de Freundlich et reflète la capacité d’adsorption des parois vis-à-vis 

du Cd ; cette capacité augmente lorsque KF augmente. 1/n (sans dimension) est le facteur de 

linéarité de l’isotherme, ou encore le paramètre d’intensité de Freundlich ou la constante 

d’hétérogénéité (Pérez et al., 2007) ; sa valeur diminue lorsque l’affinité augmente, et reflète 

l’hétérogénéité de l’adsorbant lorsqu’elle reste inférieure à 1. 

La représentation logarithmique est nécessaire à la détermination des paramètres de 

Freundlich, pour pallier la dissymétrie de la distribution des concentrations. L’équation 2-1 

devient : 

   Cd
n

+)(K=V FApop log
1

loglog  Équation 2-2 

Les constantes de Freundlich des trois plantes sont rapportées dans le Tableau 2-1, à la fois 

pour le Cd échangé et pour le Cd apoplasmique total (somme du Cd échangé et du Cd resté 

sorbé dans les parois).  

Lorsqu’on considère le Cd apoplasmique total, les affinités des parois des trois plantes pour le 

Cd ne sont pas significativement différentes, avec une valeur de 0,8. En revanche, si l’on ne 

considère que le métal échangé, les parois de l’hyperaccumulateur présentent une affinité 

significativement plus forte que celles des deux plantes non accumulatrices. Cependant, quelle 

que soit la plante, la constante d’hétérogénéité augmente significativement lorsqu’on ne 

considère que la fraction échangée du métal apoplasmique. 

Dans l’isotherme d’adsorption du Cd échangé, la capacité d’adsorption des deux écotypes du 

tabouret calaminaire est d’environ 30 % plus élevée que celle du maïs. Concernant le Cd 

apoplasmique total, la capacité d’adsorption de Nc-H s’avère environ deux fois supérieure à 

celle de Nc-L ou de Zm (Tableau 2-1). 

Le Cd apoplasmique non échangé augmente avec la concentration en solution, sans pour 

autant dépasser 10 nmol g
-1

RS min
-1 

(Figure 2-4). En revanche, sa proportion par rapport au 

Cd apoplasmique total augmente lorsque la concentration en solution diminue, atteignant 75 

% chez Nc-H (Figure 2-5). 
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Figure 2-4. Isotherme d’absorption du Cd apoplasmique resté sorbé sur les parois à la 

fin du fractionnement 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-5. Pourcentage de Cd apoplasmique non échangé par rapport au Cd 

apoplasmique total 

 

II.3. Isothermes d’absorption (ou d’influx) symplasmique 

L’influx symplasmique (ou membranaire) est calculé en sommant les quantités de Cd libérées 

dans les différents bains contenant le MC et l’eau mais également en comptant le métal libéré 

dans le dernier bain désorbant. Le Cd est retrouvé principalement dans le premier bain d’eau 

et le dernier bain désorbant. L’influx symplasmique augmente avec la concentration en 

solution, mais de manière non linéaire (Figure 2-6). 
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L’isotherme d’influx symplasmique du maïs et du tabouret calaminaire suit le modèle de 

Michaëlis-Menten associé à une fonction linéaire (MM + linéaire) :  

 
 

 Cda+
Cd+K

CdI
=I

m

max  Équation 2-3 

I représente la vitesse de prélèvement symplasmique (nmol g
-1

RS min
-1

), et [Cd] la 

concentration de Cd dans la solution externe (µM). Imax (nmol g
-1

RS min
-1

) and Km (µM) sont 

les constants michaëliennes, et a (nmol g
-1

RS min
-1

 µM
-1

) représente la pente de la 

composante linéaire de l’isotherme d’absorption. 

 

Une fois les variables log-transformées, la fonction MM + linéaire s’écrit : 

 
 

 
 











 Cd

Cd

m

Cd

S a+
+K

I
=I 10

10

10
loglog max Équation 2-4 

Le modèle s’ajuste très bien aux données (R
2
 = 0,97, 0,83 et 0,88 pour Zm, Nc-H et Nc-L 

respectivement) (Figure 2-6). L’isotherme de Nc-H est également ajustable par le simple 

modèle de Michaëlis-Menten (MM), mais avec un coefficient de détermination moins bon. 

Les trois plantes montrent donc une même allure de l’influx en fonction de la concentration 

externe, à savoir la combinaison d’une composante saturante (décrite par le modèle 

michaëlien) et d’une composante non saturante (fonction linéaire). Dans les isothermes des 

trois plantes, la composante saturante prédomine aux basses concentrations, tandis que la 

composante linéaire prend de plus en plus d’importance à mesure que la solution externe est 

concentrée en Cd. Cependant, les paramètres Imax, Km et a (Tableau 2-2) montrent des 

divergences entre les trois plantes étudiées. 

Pour l’hyperaccumulateur (Nc-H), Imax est trois fois plus élevé que celui de deux autres 

plantes, tandis que l’affinité des membranes pour le Cd est plus forte chez Zm et Nc-L que 

chez Nc-H ; la pente est quant à elle deux fois plus forte chez le maïs que chez les deux 

écotypes du tabouret calaminaire.  

Aussi, le passage de la prédominance michaëlienne à la prédominance linéaire se produit pour 

une concentration en solution beaucoup plus élevée chez Nc-H que pour les deux autres 

plantes. En effet, contrairement à ce que montrent les isothermes d’influx symplasmique de 

Zm et de Nc-L, la composante saturante de Nc-H reste supérieure à la composante linéaire, 

pour toute la gamme de concentrations testée (Figure 2-7). 
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Figure 2-6. Isothermes d’absorption du Cd dans le symplasme racinaire (n = 4 pour 

Zm ; n = 6 pour Nc-H et Nc-L, après une heure d’exposition dans 650 ml de solution 

contenant 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES et une concentration de CdCl2 variant de 0,05 à 50 

µM. 
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Figure 2-7. Décomposition de l’isotherme d’absorption symplasmique de Zm, Nc-H et 

Nc-L en composantes saturante et linéaire. 
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Tableau 2-2. Paramètres cinétiques de l’isotherme d’influx ; pour Nc-H et Nc-L, 

figurent à la fois les ajustements Michaëlis-Menten (MM) et Michaëlis-Menten + linéaire 

(MM + linéaire) 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4. Isotherme de prélèvement racinaire total  

La totalité du Cd prélevé est la somme de toutes les quantités de Cd récupérées dans les 

différents bains du fractionnement, et du Cd qui n’a pas été extrait des racines. Autrement dit, 

il s’agit de la somme du Cd symplasmique et du Cd apoplasmique total. En sommant les 

modèles MM + linéaire et Freundlich, on obtient un très bon ajustement de l’isotherme de 

prélèvement total du Cd par les racines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-8. Isotherme de prélèvement racinaire total de Cd.  
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L’hyperaccumulateur prélève significativement plus de Cd que les deux autres plantes, sur 

toute la gamme de concentrations étudiée (Figure 2-8). 

III. Discussion 

III.1. L’isotherme d’adsorption 

Il convient de noter qu’il ne s’agit probablement pas d’une isotherme d’adsorption à 

l’équilibre, puisqu’aucune étude n’a été menée pour connaître la durée au bout de laquelle 

l’apoplasme est en équilibre avec la solution externe. C’est pourquoi la masse de Cd adsorbée 

par unité de masse racinaire est rapportée à l’unité de temps. Il est probable que l’équilibre 

soit atteint au niveau des parois cellulaires du rhizoderme, mais que les parois du cortex entier 

tardent à se mettre à l’équilibre puisque le Cd a besoin de plus d’une heure pour atteindre les 

couches éloignées de l’apoplasme cortical (Seregin et Kozhevnikova, 2008). 

Le modèle de Freundlich est le modèle de sorption qui s’ajuste le mieux à nos isothermes 

d’adsorption (Figure 2-3), ce qui signifie que l’adsorption résulte principalement 

d’interactions physiques et réversibles et que les parois forment un milieu hétérogène (Perez, 

2007). D'autre part, l'ajustement des cinétiques de désorption par le modèle du pseudo-second 

ordre (Fig. 5) confirme la réversibilité de l’adsorption du Cd sur les parois des cellules 

racinaires (Ho et McKay, 2000). La présence de Cd non échangé, ainsi que la constante 

d’affinité 1/n inférieure à 1 (Grazia Bridelli et Raimondo Crippa, 2008), confirment 

l’hétérogénéité des sites d’adsorption, suggérant l’existence de sites d’affinités différentes vis-

à-vis du Cd ainsi qu’une porosité variable. L’augmentation de la proportion de Cd non 

échangée à mesure que la concentration en solution diminue témoigne du remplissage 

préférentiel des microporosités ou de sites de plus forte affinité pour le Cd. 

 

La similitude des trois plantes quant à la constante d’hétérogénéité de leurs isothermes 

d’adsorption indique que les groupes réactifs impliqués sont les mêmes dans les trois plantes. 

En revanche, le fait que l’écotype hyperaccumulateur présente une capacité d’adsorption deux 

fois plus élevée que l’écotype peu accumulateur du tabouret calaminaire, suggère une 

concentration plus élevée de sites d’adsorption dans les parois de l’hyperaccumulateur. 

Cependant, le rôle des parois racinaires dans l’hyperaccumulation des éléments en traces 

métalliques reste encore mal compris. Par exemple, chez la moutarde des oiseaux, les parois 

racinaires de la sous-espèce Brassica pekinensis ne stockent pas plus de Cd que celles de 

Brassica chinensis, alors que la première accumule davantage de Cd que la seconde (Liu et 



PARTIE 2 Chapitre 1   Mesure des paramètres cinétiques par fractionnement  au Méthanol-Chloroforme 

 49 

al., 2007). Peut-être faut-il chercher le rôle des parois non pas dans leur capacité 

d’accumulation mais dans leur faculté à augmenter la concentration de Cd au voisinage des 

membranes plasmiques. Les capacités d’adsorption (KF) des trois plantes sont dans le même 

ordre de grandeur, suggérant une densité de sites d’adsorption similaire. Cependant, les 

racines du tabouret calaminaire et du maïs présentent des structures très différentes, avec un 

certain nombre de couches cellulaires dans le cortex du maïs, ce qui n’est pas le cas du 

tabouret calaminaire. Etant donné que la proportion de matériel apoplasmique auquel le Cd a 

accès est très faible en une heure (une voire deux couches cellulaires seulement), il se peut 

que cette capacité d’adsorption soit sous-estimée chez le maïs. 

III.2. L’absorption symplasmique 

III.2.1. La composante saturante de l’influx symplasmique 

Les deux espèces présentent dans leur influx symplasmique une composante saturante (Figure 

2-7) qui confirme l’existence d’une absorption par des transporteurs membranaires. Etant 

donné que ce système de transport agit essentiellement aux concentrations externes les plus 

faibles, il peut être considéré comme un système de transport à forte affinité pour le Cd (High-

Affinity Transport System ou « HATS » en anglais), ce qui confirme la composante saturante 

apportée par la littérature. 

III.2.2. Km ou le paramètre d’hétérogénéité ou d’affinité 

La différence est à peine significative entre les Km des deux espèces, en ce qui concerne le 

maïs et l’écotype hyperaccumulateur du tabouret des champs (Figure 2-7). Le Km trouvé pour 

ce dernier est identique à celui trouvé pour un autre écotype hyperaccumulateur du Sud de la 

France (T. caerulescens Ganges) (Zhao et al., 2002). Cependant, l’affinité de ces transporteurs 

apparaît deux fois plus forte (valeur de Km deux fois plus faible) chez l’écotype non-

accumulateur (Nc-L) (Tableau 2-2). De même, les valeurs de Km obtenues sur Ganges, un 

autre écotype hyperaccumulateur du tabouret calaminaire, sont plus élevées que les valeurs 

trouvées sur des plantes non-accumulatrices comme le maïs (Han et al., 2006), le blé (Harris 

et Taylor, 2004) ou encore le pois (Cohen et al., 1998). De plus, la littérature rapporte des Km 

similaires pour des écotypes contrastés du blé (Hart et al., 1998; Harris et Taylor, 2004) et de 

Sedum alfredii (Lu et al., 2008). Nos résultats confirment donc que l’affinité Km des 

transporteurs membranaires n’est pas le principal facteur expliquant le fort prélèvement de 

métal par les plantes hyperaccumulatrices. 
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III.2.3. Imax ou la vitesse d’absorption maximale 

L’influx maximal Imax est cinq fois plus élevé chez l’écotype hyperaccumulateur que chez 

l’écotype non accumulateur (Tableau 2-2). C’est un résultat en accord avec la différence 

observée entre Ganges et Prayon, deux autres écotypes du tabouret calaminaire dont le 

premier hyperaccumule le Cd et l’autre non (Lombi et al., 2002). Cela est interprété comme 

étant dû à une plus forte densité des transporteurs concernés sur les membranes de l’écotype 

le plus accumulateur. Ce mécanisme a également été mis en évidence dans le cadre du 

prélèvement du Zn par T. caerulescens et T. arvense : l’ARN messager du transporteur ZNT1 

est en effet beaucoup plus abondant dans les racines et les parties aériennes de 

l’hyperaccumulateur que dans celles du non-accumulateur (T. arvense), dont l’Imax est cinq 

fois plus faible (Lasat, 2000). 

L’influx maximal de Nc-H est également cinq fois plus élevé que chez le maïs (Zm) (Tableau 

2-2). Cela pourrait refléter une plus forte densité des transporteurs dans le plasmalemme de 

Nc-H. Cependant, il n’est pas exclu que la différence d’Imax soit simplement due à la 

différence de structure racinaire entre les deux espèces. En effet, les couches de cellules 

corticales sont bien plus nombreuses dans le maïs que dans le tabouret calaminaire, ce qui 

pourrait mener à une différence de ratio entre la surface membranaire disponible et la masse 

racinaire, créant une différence de vitesse de prélèvement par unité de masse racinaire. 

III.2.4. La composante linéaire de l’influx symplasmique ou LATS 

Comme indiqué en introduction, la composante linéaire est généralement considérée dans la 

littérature comme le reflet du Cd non désorbé des parois cellulaires. Cependant, le Cd 

racinaire était mesuré suite à une désorption insuffisante du Cd apoplasmique, et il n’était pas 

possible de distinguer clairement la fraction symplasmique de la fraction apoplasmique. 

D’après notre première méthode de fractionnement visant à isoler le Cd symplasmique du Cd 

apoplasmique, une composante linéaire symplasmique est mise en évidence (Figure 2-7), 

révélant un deuxième système de transport, dont le Km serait probablement trop élevé pour 

laisser apparaître une saturation dans la gamme de concentrations considérée. Ce serait donc 

un système de transport à faible affinité pour le Cd (LATS).  

La similitude des pentes des deux écotypes du tabouret calaminaire suggère que les deux 

plantes possèdent le même LATS, tandis que le maïs serait caractérisé par un LATS plus 

élevé. Bien sûr, la différence de pente entre le tabouret calaminaire et le maïs peut aussi bien 

refléter la différence de structure racinaire.  
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IV. Validité du protocole de fractionnement 

Deux expérimentations sont ont été réalisées a posteriori afin d’éprouver la fiabilité du 

protocole. 

IV.1.  Le Cd libéré dans le dernier bain désorbant contient-il du Cd symplasmique ? 

(Y a-t-il vraiment redistribution ?) 

L’objectif de cette expérimentation est de vérifier que du Cd symplasmique s’adsorbe sur les 

parois lors de son évacuation hors du compartiment intracellulaire, et qu’il est donc nécessaire 

d’effectuer la dernière désorption pour le récupérer. 

Six plantes sont exposées à 0,5 µmol.L
-1

 de Cd radiomarqué, pendant 1 h et à concentration 

constante. Après l’étape de désorption (3 bains désorbants successifs de 10 min chacun à 

moins de 2°C), les six plantes sont ensuite séparées en deux lots : trois systèmes racinaires 

sont soumis au traitement des 72 h dans le MC puis des 48 h dans l’eau, tandis que les trois 

autres sont placés dans l’eau à 4°C pendant ces cinq jours. Chacun des six systèmes racinaires 

est ensuite transféré dans 180 ml de solution de désorption. La cinétique de désorption est 

suivie par des prélèvements réguliers d’aliquotes de 250 µl. Les six systèmes racinaires sont 

ensuite séchés puis pesés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-9. Cinétique de désorption du Cd des racines de maïs après une heure 

d’absorption dans 0,5 µmol.L
-1

 de CdCl2, et 5 jours de traitement ; en blanc, 3 jours 

dans le MC puis 2 jours dans l’eau à T ambiante ; en bleu, 5 jours dans l’eau à 4°C (n = 

3). 
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Les vitesses de désorption sont similaires pour les systèmes racinaires traités au MC puis à 

l’eau comme pour ceux immergés dans l’eau pendant 5 jours (Figure 2-9).  En effet, toutes les 

deux s’ajustent très bien au modèle du pseudo-second ordre (Ho, 1995) : 

tkq+

tkq
=Q(t)

e

e

2

22

1
 Équation 2-5 

qe représente la quantité de métal désorbée à l’équilibre (nmol g
-1

RS) pour une efficacité de 

désorption de 100 % (Singh et al., 2008).  k2 (nmol g
-1

RS min
-1

) est la constante de vitesse 

d’adsorption. 

En revanche, les racines traitées au MC libèrent quasiment deux fois plus de Cd par unité de 

masse racinaire que les racines immergées pendant 5 jours dans l’eau (Tableau 2-3). Or les 

cellules traitées à l’eau ne sont pas lysées alors que celles traitées au MC sont lysées de 

manière à permettre l’évacuation du Cd symplasmique. Cela prouve que le bain de désorption 

réalisé après traitement au MC ne contient pas que du Cd apoplasmique, mais également du 

Cd symplasmique qui s’est adsorbé aux parois lors de son évacuation hors du compartiment 

intracellulaire. 

 

Tableau 2-3. Paramètres cinétiques du modèle du pseudo-second ordre ajusté sur les 

cinétiques de désorption de la Figure 2-8. 

 

 

 

 

 

 

 

IV.2. La fraction apoplasmique échangeable mais non échangée pendant les 30 

premières minutes de désorption, est-elle négligeable devant la fraction 

symplasmique ? 

Les cinétiques de désorption permettent de suivre au cours du temps la libération du Cd 

apoplasmique échangeable dans la solution désorbante. Elle permet en outre d’estimer la 

quantité totale de Cd apoplasmique échangeable, et d’en déduire la proportion désorbée au 

cours des 30 minutes de désorption à 2°C.  

Après une heure d’absorption dans des solutions d’absorption marquées et contenant 0,05 

µmol.L
-1

, 0,75 µmol.L
-1

 et 50 µmol.L
-1 

de CdCl2, les systèmes racinaires sont immergés dans 

Traitement précédant la 

désorption

qe                          

(µg g
-1

RS)

k2                                   

(µg g
-1

RS min
-1

)
R

2

méthanol-chloroforme 

puis eau
77,1 4,9.10-3 0,98

eau 45,9 4,6 0,95
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une solution désorbante ; le Cd désorbé des racines est décrit au cours temps via des 

prélèvements réguliers d’aliquotes de 200 ou 250 µL. 

 

Les cinétiques de désorption (Figure 2-10) suivent le modèle du pseudo-second ordre (Ho, 

1995). Les trois concentrations testées chez Nc-L montrent que la vitesse de désorption est 

d’autant plus élevée que la concentration en solution d’absorption est faible (Tableau 2-4). En 

outre, les cinétiques indiquent que 30 minutes de désorption permettent de désorber 88 à 95 % 

du Cd échangeable (Tableau 2-4). La désorption est très rapide au cours des 10 premières 

minutes puis ralentit drastiquement. 

 

Tableau 2-4. Paramètres cinétiques du modèle du pseudo-second ordre ajusté aux 

cinétiques de désorption pour Nc-L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’après nos cinétiques de désorption très bien ajustées au modèle du pseudo-second ordre, les 

30 premières minutes de désorption à 2 °C permettent de désorber une large majorité du Cd 

échangeable (environ 90 %), comme indiqué par la littérature. Cependant, ces 5 à 10 % de Cd 

échangeable qui ne sont pas désorbés lors de cette désorption risquent d’être désorbés lors du 

dernier bain désorbant sensé récupérer du Cd symplasmique. Dans le Tableau 2-5, nous 

estimons la part de Cd apoplasmique dans le total de Cd désorbé au cours du dernier bain 

désorbant. Il s’agit de (qe - Qapop échangé)*100/Cd total dans le bain désorbant. Les calculs sont 

réalisés en supposant que seuls 5 % du Cd échangeable (qe) se désorbe dans ce bain. 

Ecotype
concentration initiale en 

solution d'absorption

q e                            

(cpm ml
-1

)

k 2                                                       

(cpm ml
-1

 min
-1

)
R

2 part de q e désorbé en 

30 min (%)

Zm 0,75 µM 265,0 1,5.10-3 0,96 92

q e                                    

(µg g
-1

RS)

k 2                                                                      

(µg g
-1

RS min
-1

)
R

2

Nc-H 0,05 µM 4,2 5,7.10
-2 0,98 88

Nc-L 0,05 µM 1,7 1,5.10
-2 0,99 88

0,75 µM 27,6 1,9.10
-2 0,99 94

50 µM 943,7 6,6.10
-4 0,98 95
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Tableau 2-5. Pourcentage de Cd apoplasmique dans la fraction considérée comme 

symplasmique, en estimant que 95 % du Cd échangeable (qe) ont été désorbés avant le 

traitement au méthanol-chloroforme 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’après nos calculs, le Cd apoplasmique représente une part non négligeable du Cd désorbé 

dans le dernier bain désorbant, en particulier pour les concentrations externes supérieures à 1 

µM, où il représente entre 10 et 80 % du Cd désorbé ! Cette fraction correspond certainement 

au Cd désorbé des racines non traitées au MC (Figure 2-9). Par conséquent, la fraction 

symplasmique pourrait être fortement surestimée au niveau des concentrations externes les 

plus élevées de l’isotherme d’absorption. C’est pourquoi une autre méthode de fractionnement 

est mise en place, en suivant au cours du temps la désorption apoplasmique avant et après 

extraction du Cd symplasmique. 

 

 

 

 

 

 

 

Concentration de 

Cd en solution
Maïs Nc-H Nc-L

0,25 µM 3% 1% 4%

1 µM 7% 2% 7%

50 µM 22% 57% 69%

Pourcentage de Cd apoplasmique dans 

la fraction considérée comme 

symplasmique 
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Figure 2-10. (A) Cinétique de désorption du Cd des racines de Zm, après une heure 

d’absorption dans 0,75 µmol.L
-1

 de CdCl2 (n = 3). (B) Cinétique de désorption du Cd des 

racines de Nc-H après une heure d’absorption dans 0,05 µmol.L
-1

 de CdCl2 (n = 3). (C) 

Cinétique de désorption du Cd des racines de Nc-L après une heure d’absorption dans 

des solutions de CdCl2 (n=3) 
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Chapitre 2. Mesure à court terme des paramètres cinétiques de 

l’absorption racinaire du Cd : fractionnement du Cd 

racinaire à l’azote liquide et confirmation des deux 
systèmes de transport membranaire 

Dans la méthode de fractionnement employée précédemment, il est probable que la part de Cd 

symplasmique soit significativement surestimée, en particulier aux fortes concentrations 

d’exposition. En effet, une part non négligeable du Cd apoplasmique serait comptabilisée à 

tort comme appartenant au compartiment symplasmique. Par conséquent, les conclusions du 

précédent chapitre méritent d’être confortées par une autre méthode permettant de séparer les 

deux fractions de Cd de façon plus rigoureuse.  

Ce deuxième chapitre présente un deuxième protocole de séparation des composantes 

apoplasmique et symplasmique.  

I. Matériels et méthodes 

I.1. Culture des plantes et exposition au Cd radiomarqué  

Cette expérimentation porte uniquement sur le maïs, Zm, et notre écotype hyperaccumulateur 

du tabouret calaminaire, Nc-H, en raison de la lourdeur de l’expérimentation. Après deux 

semaines de germination, Nc-H est d’abord cultivé en aéroponie durant trois semaines pour 

limiter les pertes souvent observées en début de culture hydroponique. La culture en 

aéroponie est réalisée grâce à un bac (chambre racinaire) en polyester contenant un fond de 

solution nutritive (12 L) qu’un brumisateur électrique transforme en très fines gouttelettes. 

Les plantes reposent sur des plaques de polystyrène perforées, posées sur le bac et laissant les 

racines pendre dans la chambre brumisée. Après trois semaines de culture en aéroponie, les 

plantes sont transférées en hydroponie pour y être cultivées pendant 6 semaines. Le maïs est 

cultivé en hydroponie pendant 12 jours (partie 2 chapitre 1).  

Au terme de la culture, les plantes sont transférées dans des erlenmeyers de 650 ml pour y être 

exposées à du Cd marqué dans les mêmes conditions que dans l’expérimentation précédente 

(partie 2 chapitre 1). L’isotherme d’absorption est construite à partir de 8 concentrations 

externes en Cd : 0,1 µmol L
-1

, 0,5 µmol L
-1

, 1 µmol L
-1

, 5 µmol L
-1

,10 µmol L
-1

, 20 µmol L
-1

, 

35 µmol L
-1 

et 50 µmol L
-1

. L’isotherme d’absorption est établie à partir de 4 et 5 répétitions 

par concentration pour Zm et Nc-H respectivement. Après les 60 minutes d’absorption à 

concentration constante, les systèmes racinaires sont brièvement rincés dans de l’eau distillée 
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puis séparés des parties aériennes. Celles-ci sont alors séchées pour un dosage du 
109

Cd au 

compteur gamma. 

I.2. Fractionnement des isothermes d’absorption à l’azote liquide 

Les systèmes racinaires sont transférés dans une succession de solutions de désorption de 80 

ml, au sein de bains-marie glacés. Il s’agit de la même solution de désorption que celle 

exposée dans le chapitre précédent. Pour les plants de maïs, cette série de désorptions dure 

270 minutes, avec une interruption à t = 90 min par une immersion des systèmes racinaires 

dans l’azote liquide (-196°C) pendant 2 minutes (Reid et Liu, 2004). Pour le tabouret 

calaminaire, la congélation n’intervient qu’après 180 minutes de désorption. En effet, la 

congélation doit avoir lieu lorsque la cinétique de désorption atteint quasiment un plateau 

(Reid et Liu, 2004). Le moment de la congélation (t = 90 min pour le maïs et t = 180 min pour 

le tabouret calaminaire) a été choisi suite à de nombreuses expérimentations préliminaires 

visant à décrire la cinétique de désorption du Cd racinaire pour les deux plantes. 

Etant donné que les deux minutes dans l’azote liquide congèlent totalement les racines, le 

premier bain de désorption suivant est placé dans un bain-marie d’eau chaude tandis que la 

solution est agitée à l’aide d’un cône en plastique : ainsi, le système racinaire est ramolli et le 

contenu intracellulaire peut être évacué par les cassures provoquées lors de la congélation. 

Tous les bains de désorptions suivants se font à nouveau dans le bain-marie glacé. 

Une des principales difficultés de l’expérimentation est de faire passer le système racinaire 

d’un bain à l’autre, sachant que l’azote liquide fragmente les racines. Avant congélation, les 

systèmes racinaires sont pêchés à la pince pour être transférés d’un pot de solution de 

désorption à l’autre. En revanche, les segments racinaires étant fragmentés après la 

décongélation, le renouvellement de la solution de désorption a lieu dans un même pot jusqu’à 

la fin de la cinétique de désorption : chaque bain de désorption est évacué à travers un 

morceau de tissu qui retient tous les segments racinaires à l’intérieur du pot. Nous avons 

vérifié au préalable que ce tissu synthétique n’adsorbe pas le Cd et que sa maille est 

suffisamment serrée pour empêcher les fragments racinaires de le traverser. 

I.3. Dosage du Cd 

Le Cd radioactif récupéré dans les différents bains de désorption est dosé via des aliquotes de 

20 ml filtrées à 0,22 µm : cette filtration est une précaution qui s’avère utile lorsque des poils 

absorbants ou de fins segments racinaires traversent le tissu au cours des désorptions 
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successives. Le Cd contenu dans ces échantillons de 20 ml est dosé par spectrométrie gamma. 

Les segments racinaires récupérés à la fin du protocole sont quant à eux rassemblés en pelotes 

avant d’être séchés à l’étuve (72°C) pendant trois jours ; les pelotes sèches sont pesées puis 

leur contenu en Cd est dosé au compteur gamma (comme dans le chapitre 1). Le comptage du 

109
Cd dans l’échantillon minéralisé est estimé par le biais de la relation linéaire entre les 

comptages sur échantillon broyé et échantillon minéralisé. 

I.4. Analyse de données 

Comme dans le chapitre 1 de la Partie 2, la radioactivité mesurée dans les parties aériennes ne 

dépasse pas les limites de quantification. Les isothermes d’absorption sont donc réalisées à 

partir du Cd quantifié dans les différentes fractions racinaires. Les ajustements sont réalisés 

sur le logiciel Kaleidagraph
TM

. 

Le Cd désorbé des racines au cours du temps jusqu’à la congélation suit le modèle du pseudo-

second ordre (Ho et McKay, 2000). Les isothermes d’adsorption apoplasmique sont 

modélisées par la fonction de Freundlich. Les isothermes de prélèvement symplasmique sont 

quant à elles ajustées soit par une fonction linéaire combinée à une fonction michaëlienne, soit 

par la somme de deus fonctions michaëliennes. Tous les ajustements sont obtenus après 

transformation logarithmique des valeurs obtenues pour chacune des plantes. Les paramètres 

cinétiques donnés par Kaleidagraph
TM 

n’étant pas comparables par un test de Student, la 

différence entre deux paramètres est considérée significative lorsque leurs intervalles de 

confiance ne se chevauchent pas. 

II. Résultats 

II.1. Fractionnement du Cd racinaire par la méthode à l’azote liquide 

II.1.1. Les cinétiques de désorption issues du protocole du fractionnement du Cd 

racinaire 

Tout au long des bains de désorption successifs, les racines perdent le métal qu’elles ont 

préalablement accumulé pendant l’heure d’exposition. Ainsi, le Cd racinaire total (Q0), qui 

apparaît au début de la cinétique (t=0), est calculé en sommant le Cd évacué dans tous les 

bains de désorption avec le Cd restant dans les racines à la fin de l’expérimentation (Qf). A 

partir de cette valeur du Cd total racinaire, le Cd restant dans les racines au cours de la 

désorption est représenté au cours du temps, en soustrayant à chaque pas de temps la quantité 

de Cd évacuée dans le bain de désorption correspondant (Figure 2-11). 
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Figure 2-11. Cd restant dans les racines de maïs (A) et de tabouret calaminaire (B) au 

cours du protocole de fractionnement, après une heure d’exposition à 650 ml de solution 

contenant 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES et une concentration de CdCl2 variant de 0,05 à 50 

µM. Les racines subissent une série de bains de désorptions successifs, interrompue par 

une étape de congélation/décongélation, à t = 90 min pour le maïs, et t = 180 min pour le 

tabouret calaminaire. Les symboles représentent les valeurs moyennes de quatre et cinq 

répétitions pour le maïs et le tabouret calaminaire respectivement. 

 

La libération du Cd racinaire sature clairement avant l’étape de congélation des racines, tandis 

que la décongélation entraîne une évacuation massive de métal dans la solution de désorption. 

Cette libération de Cd suite à la congélation/décongélation est causée par la rupture des parois 

et des membranes cellulaires, entraînant l’enrichissement des bains de désorption en Cd 

intracellulaire (Reid et Liu, 2004). A la fin de l’expérimentation, la désorption du Cd ralentit à 

nouveau comme avant la congélation. Pour chacune des concentrations externes de Cd (0,05 à 

50 µM), et pour chacune des répétitions, le protocole de fractionnement conduit à des courbes 

de même allure, avec trois phases distinctes : la phase 1 de désorption rapide puis saturante 

avant la congélation des racines, la phase 2 avec une brusque libération de Cd, et la phase 3 de 

désorption lente, qui démarre lorsque la pente de la cinétique rejoint la pente de la courbe au 

moment de la congélation (Figure 2-12). L’allure de ces courbes en trois phases bien 
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distinctes témoigne de la possibilité de quantifier distinctement le métal des fractions 

apoplasmique et symplasmique (Reid et Liu, 2004).  

II.1.2. Quantification des fractions apoplasmique et symplasmique 

Le métal se désorbant dans la phase 1 correspond à de la désorption apoplasmique tandis que 

l’étape de congélation et de décongélation assure la libération du métal intracellulaire au cours 

de la phase 2 (Reid et Liu, 2004). En effet, lorsque les racines sont rapidement immergées 

dans l’azote liquide, dont la température d’ébullition est de -196°C, l’eau qu’elles contiennent 

se solidifie et prend de l’expansion. Cette expansion ainsi que la formation de cristaux de 

glace tranchants causent la rupture des membranes et des parois cellulaires. Au cours de la 

phase 3, le métal ne se désorbe que très lentement, et proviendrait du compartiment 

apoplasmique. Dans les travaux de Reid et Liu (2004), cette fraction apoplasmique est 

considérée négligeable devant le métal libéré dans la phase 2 ; elle est alors comptabilisée 

comme provenant du milieu intracellulaire : le métal désorbé avant la congélation est 

considéré apoplasmique, et tout le métal restant dans les racines est considéré comme 

symplasmique. En revanche, dans nos conditions expérimentales, nos calculs montrent que 

cette dernière phase n’est pas négligeable devant la fraction symplasmique, en particulier aux 

fortes concentrations d’exposition. Nous cherchons donc à situer la limite entre les phases 2 et 

3 de manière à quantifier le métal restant dans l’apoplasme après la phase de libération du 

métal intracellulaire. 

En extrapolant la phase 1 par le biais d’une fonction d’ajustement (en général, Qt = a-

(bt/c+t)), et en translatant la supposée phase 3 de la hauteur appropriée, l’ensemble des points 

s’ajuste à la même fonction, avec des paramètres non significativement différents (Figure 

2-13). Pour chacune des plantes, la limite entre les phases 2 et 3 est alors déterminée de telle 

sorte à obtenir le meilleur ajustement. Il est donc possible de tracer la cinétique de désorption 

que les racines auraient présentée en l’absence de congélation/décongélation. 

 

C’est ainsi que les phases 1 et 3 seront imputées à la désorption apoplasmique, et que la phase 

2 représentera la libération du Cd intracellulaire. La limite entre les phases 2 et 3 se trouve en 

général 40 minutes après la décongélation, soit à t = 130 min pour le maïs, et à t = 220 min 

pour le tabouret calaminaire. Cette limite est parfois décalée de quelques dizaines de minutes 

supplémentaires, sans que cela ne modifie significativement les quantités moyennes de Cd 

libérées au cours des 40 minutes. Les hauteurs de translation Q90 –Q130 pour le maïs, et Q180 –

Q220 pour le tabouret calaminaire, permettent donc d’estimer les quantités de Cd accumulées  
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Figure 2-12. Cd restant dans le système racinaire d’un plant de maïs au cours du 

protocole de fractionnement, après une heure d’absorption dans 650 ml de solution 

contenant 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES et 5 mM CdCl2. Le système racinaire subit une 

série de désorptions successives, interrompue par une étape de congélation de 2 min (t90 

à t92). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-13. (a) Cd restant dans le système racinaire d’un plant de maïs au cours du 

protocole de fractionnement, après une heure d’absorption dans 650 ml de solution 

contenant 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES et 5 mM CdCl2 ; le système racinaire subit une 

série de désorptions successives interrompue par une étape de congélation de 2 minutes. 

(b) Obtention des symboles blancs : Qex130 provient de l’extrapolation des points 

précédant la congélation, et les points suivants sont issus d’une translation de la hauteur 

Qex90-Q130. 
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dans le symplasme racinaire au cours des 60 minutes d’exposition au métal. La quantité 

racinaire de Cd apoplasmique est alors estimée en soustrayant la quantité de Cd 

symplasmique à la quantité de Cd total (Q0) (Figure 2-13). 

 

Le Cd désorbé de l’apoplasme en fonction du temps (Figure 2-14) est particulièrement bien 

ajusté par le modèle du pseudo-second ordre (Ho, 1995) (Equation 2-6), avec des coefficients 

directeurs supérieurs à 0,9 pour chaque plante considérée individuellement comme pour les 

cinétiques moyennes pour chaque concentration (voir annexe).  

tkq+

tkq
=Q(t)

e

e

2

22

1
 Équation 2-6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-14. (A) Cd restant dans le système racinaire après suppression de la phase 2 

(voir figure précécdente) ; (B) Cd désorbé des racines, après suppression de la phase 2. 
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Rappelons que k2 est la constante de vitesse de la désorption tandis que qe représente la 

quantité totale échangeable à l’équilibre et avec 100 % d’efficacité. Dans la suite du texte, la 

valeur qe estimée d’après l’ajustement du pseudo-second ordre est donc appelé « Cd 

échangeable », à différencier de Qapo qui représente la quantité totale de Cd apoplasmique 

(somme du Cd apoplasmique échangé au cours de la cinétique et du Cd resté sorbé sur les 

parois à la fin de l’expérimentation). Plus la concentration d’exposition des racines au Cd est 

élevée, plus la quantité de Cd désorbée à l’équilibre est importante. 

II.2. Parts relatives des fractions apoplasmique et symplasmique 

Une partie du Cd prélevé est sorbée par les parois pectocellulosiques, tandis que le reste 

traverse les parois et les membranes et atteint le compartiment intracellulaire. L’importance 

des parois dans le prélèvement racinaire du Cd est très fortement liée à la concentration du 

métal dans la solution externe. Dans le cas de Zm comme dans celui de Nc-H, la proportion 

apoplasmique est d’autant plus élevée que le Cd en solution est concentré ; de manière 

concomitante, la part de Cd symplasmique augmente à mesure que la concentration de Cd en 

solution diminue (Figure 2-15). Aux basses concentrations (< 1 µM), la quantité de métal 

absorbée à travers les membranes dépasse la quantité sorbée sur les parois, comme nous 

l’avait montré le chapitre précédent.  

 

Les courbes sont ajustées par une fonction Michaëlis-Menten-plus-constante, ce qui permet 

d’estimer les parts de Cd dans les deux fractions dans des conditions limites de concentrations 

externes. La part de Cd apoplasmique chez l’hyperaccumulateur tend vers 43 % lorsque la 

concentration externe tend vers 0, tandis que celle du maïs tend vers 8% seulement. Aussi, 

lorsque le Cd atteint de très fortes concentrations en solution, la part apoplasmique atteint 

95% chez Nc-H, alors qu’elle atteint à peine 80 % chez Zm. 

II.3. Isothermes d’adsorption du Cd sur les parois des racines 

Les quantités totales de Cd accumulées dans l’apoplasme racinaire permettent d’obtenir la 

relation entre la vitesse de prélèvement apoplasmique (Vapo) et la concentration de Cd en 

solution (Figure 2-16). D’autre part, la désorption du Cd apoplasmique au cours du temps, très 

bien ajustée par le modèle du pseudo-second ordre, permet d’estimer la fraction apoplasmique 

« échangeable », qe. Ces valeurs de qe permettent de tracer une isotherme d’adsorption qui ne 

considère quant à elle que le métal apoplasmique « échangeable ». Les deux isothermes (celle 
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du Cd apoplasmique total et celle du Cd apoplasmique échangeable) sont modélisées par le 

modèle de Freundlich, dont les paramètres sont exposés dans le Tableau 2-6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-15. Distribution du Cd dans les compartiments racinaires apoplasmique et 

symplasmique de Zm (a) et Nc-H (b), en fonction de la concentration en solution. 
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Concernant le Cd apoplasmique total, le paramètre d’hétérogénéité (1/n) vaut 0,9 pour le maïs 

et 0,8 pour le tabouret calaminaire. La capacité d’adsorption (KF) est quant à elle 5 à 6 fois 

plus élevée chez le tabouret calaminaire que chez le maïs. Dans le cas de Nc-H, les constantes 

de Freundlich mesurées à partir du Cd apoplasmique total ou à partir du Cd apoplasmique 

échangeable sont sensiblement identiques. En effet, les proportions de Cd non échangeable 

((Q0-qe)/100Q0, %), sont inférieures à 1 % pour toutes les concentrations au-dessus de 1 µM, 

et ne dépassent pas 4 % pour les concentrations comprises entre 0,1 et 1 µM (Tableau 2-7). 

En ce qui concerne le maïs, la capacité d’adsorption KF est plus faible lorsque la modélisation 

est réalisée à partir des valeurs de qe. En effet, le Cd apoplasmique non échangeable s’élève 

entre 2,2 et 4,4 % du Cd apoplasmique total pour les concentrations supérieures à 1 µM, et 

atteint une proportion de 33 % pour les concentrations les plus basses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-16. Isotherme d’adsorption du Cd sur les parois racinaires de Zm et de Nc-H, 

après une heure d’exposition à du Cd à concentrations constantes.  

0

50

100

150

200

250

300

0 10 20 30 40 50

Concentration de Cd en solution, µmol L
-1

P
r
él

èv
e
m

e
n

t 
a

p
o

p
la

sm
iq

u
e 

( V
A

p
o

),
 

n
m

o
lC

d
 g

-1
D

W
 m

in
-1

  96,0,5,11)( 28,0
 RCdHNcVApo

  99,0,4,2)( 29,0
 RCdZmVApo



PARTIE 2 Chapitre 2   Mesure des paramètres cinétiques par fractionnement à l’azote liquide  

 66 

Tableau 2-6. Paramètres de Freundlich associés aux isothermes d’adsorption 

apoplasmique de Zm et Nc-H. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2-7. Pourcentage de Cd non échangeable par rapport au Cd apoplasmique total 

(moyennes +/- écart-type). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

plante
fraction 

apoplasmique

K F                                                                                 

(L nmol g
-1

DW min
-1 

µmol
-1

)

1/n R
2

estimée par les 

valeurs de q e
a 1,97 (0,11) 0,94 (0,02) 0,98

estimée par les 

valeurs de V Apo  
b 2,40 (0,1) 0,88 (0,02) 0,99

estimée par les 

valeurs de q e
a 11,88 (0,75) 0,77 (0,03) 0,95

estimée par les 

valeurs de V Apo  
b 11,46 (0,73) 0,79 (0,03) 0,96

Maïs

Tabouret 

calaminaire

50 0,08 ± 0,90 -0,31 ± 17,60

35 -0,16 ± 0,85 -8,01 ± 25,05

20 0,15 ± 0,63 -0,33 ± 11,15

10 0,66 ± 0,92 2,7 ± 12,42

5 0,37 ± 1,05 -0,79 ± 8,06

1 3,56 ± 1,94 6,81 ± 2,51

0,5 1,97 ± 4,19 2,9 ± 4,39

0,1 4,03 ± 6,72 2,02 ± 2,52

50 3,58 ± 0,96 13,71 ± 2,83

35 4,12 ± 2,26 13,94 ± 5,72

20 2,38 ± 0,57 8,93 ± 1,98

10 2,24 ± 3,65 3,78 ± 7,31

5 4,26 ± 0,59 8,49 ± 0,80

1 10,74 ± 3,90 8,64 ± 3,14

0,5 15,38 ± 6,51 5,52 ± 2,24

0,1 33,35 ± 20,76 5,41 ± 4,11

(apopl total - qe) * 100 /                

(sympl + qe)

Tc-H

Zm

concentration                   

en solution                

(µmol L
-1

)

(apopl total - qe) * 100 /    

apopl total

Nc-H 
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Comme dans les résultats obtenus par la première méthode de fractionnement, la part de Cd 

non échangeable est d’autant plus importante que la concentration externe est faible.  

II.4. Isothermes d’absorption symplasmique 

Les résultats du fractionnement à l’azote liquide confirment la décomposition de l’isotherme 

d’absorption symplasmique en une composante saturante et une composante linéaire (Figure 

2-18), selon le modèle suivant : 

 
 

 Cda+
Cd+K

CdI
=I

m

S
max  Équation 2-7 

Ce modèle s’ajuste aussi bien sur le maïs que sur le tabouret calaminaire. 

Dans le cas du maïs, la deuxième composante peut également être modélisée par une fonction 

maichaëlienne, mais avec un Km bien plus élevé que celui de la première composante 

saturante (b) : 

 

 
 

 

 Cd+K

CdI
+

Cd+K

CdI
=I

'm

'

m

S
maxmax  Équation 2-8 

 

 

Tableau 2-8. Paramètres cinétiques du prélèvement symplasmique de Cd par les racines 

de Zm et de Nc-H 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

plante
Imax                                                                              

(nmol g
-1

RS min
-1

)
Km (µM)

a                     

(L nmol g
-1

RS 

min
-1

 µmol
-1

)

R
2

Maïs
3,29                                      

(0,24)

 8,77 10
-2 

(2,29 10
-2

)

2,74 10
-1                          

(2,29 10
-1

)
0,96

Tabouret 

calaminaire

4,99                                       

(0,59)

9,79 10
-2                  

(4,53 10
-2

)

1,40 10
-1                              

(3,61 10
-1

)
0,58
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Figure 2-17. Représentation logarithmique de l’isotherme d’absorption symplasmique 

du Cd par le maïs, après une heure d’exposition à 650 ml de solution contenant 0,5 mM 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2

log (Concentration de Cd en solution, µmol L
-1

)

lo
g
 (

In
fl

u
x
 s

y
m

p
la

sm
iq

u
e 

d
e 

C
d

, 

n
m

o
l 

g
-1

R
S

 m
in

-1
)

ajustement MM+MM

ajustement MM+lin

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 10 20 30 40 50

Concentration de Cd en solution, µmol L
-1

In
fl

u
x
 s

y
m

p
la

sm
iq

u
e 

d
e 

C
d

, 

n
m

o
l 

g
-1

R
S

 m
in

-1

transport à forte affiinité (HATS)

transport à faible affinité (LATS)

ajustement MM+MM

 
 

 
 

96,0,
51,117

21,40

07,0

05,3 2 








 R

Cd

Cd

Cd

Cd
I S

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 10 20 30 40 50

Concentration de Cd en solution, µmol L
-1

In
fl

u
x

 s
y

m
p

la
sm

iq
u

e 
d

e 
C

d
, 

n
m

o
l 

g
-1

R
S

 m
in

-1

transport à forte affiinité (HATS)

transport à faible affinité (LATS)

ajustement MM+lin

 
 

  96,0,27,0
09,0

29,3 2 



 RCd

Cd

Cd
IS

A 

B 

C 



PARTIE 2 Chapitre 2   Mesure des paramètres cinétiques par fractionnement à l’azote liquide  

 69 

CaCl2, 2 mM MES et une concentration de CdCl2 variant de 0,05 à 50 µM (A). 

Décomposition de l’isotherme d’influx symplasmique du maïs en deux composantes 

michaëliennes (B). Décomposition de l’isotherme d’influx symplasmique du maïs en une 

composante mickaëlienne et une composanté linéaire (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-18. Représentation logarithmique de l’isotherme d’absorption symplasmique 

du Cd par le tabouret calaminaire, après une heure d’exposition dans 650 ml de solution 

contenant 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES et une concentration de CdCl2 variant de 0,05 à 50 

µM (A). Décomposition de l’isotherme d’influx symplasmique du tabouret calaminaire 

en une composante michaëlienne et une composante linéaire (B). 
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III. Discussion 

III.1. L’influx apoplasmique 

La modélisation des isothermes d’adsorption apoplasmique par la fonction de Freundlich 

(Tableau 2-8) est en accord avec l’hétérogénéité bien connue des parois cellulaires, et suggère 

que l’adsorption du Cd est réversible (Pérez et al., 2007). D’après nos cinétiques de 

désorption, la libération de Cd est très forte durant les 10 premières minutes, puis ralentit 

sensiblement jusqu’à parvenir à un quasi-plateau. Cette allure de cinétique serait due à 

l’existence de différentes forces de liaison entre le Cd et les groupes réactifs des parois 

cellulaires : le Cd compris dans l’espace libre intercellulaire serait facilement échangeable 

tandis que le métal situé dans les structures microporeuses serait fixé plus fortement. 

L’ajustement des cinétiques de désorption au cours du temps par le modèle du pseudo-second 

ordre traduit également le caractère échangeable de la sorption apoplasmique du métal.  

III.2. Le système de transport à forte affinité 

Les deux espèces présentent une composante d’influx michaëlienne avec un Km faible de 

l’ordre de 0,1 µM. Cette composante confirme l’existence d’un système de transport à forte 

affinité pour le Cd (HATS). La question de la spécificité de ce HATS est encore sans réponse, 

bien qu’il semble que le Cd
2+ 

emprunte des transporteurs appartenant aux familles Nramp et 

ZIP et qui assurent le passage transmembranaire d’autres cations en traces comme Zn
2+

, Cu
2+

 

ou encore Fe
2+

, pour lesquels ils ont une forte affinité (partie 1).  

Les Imax obtenus par la deuxième méthode (LN2) ont des valeurs plus faibles qu’avec la 

première méthode de fractionnement, d’une part à cause d’une désorption plus efficace, mais 

surtout parce que les plantes ont accumulé plus de Cd lors de la première expérimentation 

(pour des raisons inconnues). L’influx maximal de Cd dans le compartiment intracellulaire 

(Imax), qui est 1,5 fois plus élevé chez l’hyperaccumulateur que chez le maïs, pourrait indiquer 

une plus forte expression des transporteurs à forte affinité pour le Cd. Cependant, pour une 

même biomasse racinaire, il se peut que le maïs et le tabouret calaminaire n’offrent pas la 

même surface membranaire d’absorption, en raison de la différence notoire de structure 

racinaire entre les deux plantes. En revanche, l’Imax de notre écotype hyperaccumulateur est 

dans le même ordre de grandeur que celui trouvé pour d’autres hyperaccumulateurs de 

l’espèce N. caerulescens (Ganges et Viviez), et se révèle deux à cinq fois plus élevé que ceux 

mesurés sur un écotype non accumulateur de la même espèce (Prayon) (Tableau 2-8). Ces 
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considérations alimentent l’hypothèse d’une plus forte expression des transporteurs de Cd 

chez les écotypes hyperaccumulateurs (Lombi et al., 2001). 

Contrairement à Imax, Km est un paramètre indépendant de la structure racinaire. C’est 

pourquoi les Km similaires mesurés sur le maïs et le tabouret calaminaire suggèrent que les 

deux espèces, bien que contrastées, empruntent probablement les mêmes mécanismes de 

transport membranaire. Cependant, nos valeurs de Km sont clairement plus faibles que celles 

rapportées par la littérature sur les mêmes espèces. Ceci pourrait être dû à la méthode que 

nous avons employée pour séparer les composantes du prélèvement racinaire : notre 

séparation est basée sur un fractionnement physique qui permet de distinguer clairement les 

fractions apoplasmique et symplasmique, tandis que les Km rapportés dans la littérature sont 

probablement surestimés à cause d’une désorption incomplète du Cd apoplasmique.  

III.3. Le système de transport à faible affinité 

Notre seconde méthode de fractionnement, qui assure une séparation plus rigoureuse des 

compartiments apoplasmique et symplasmique, confirme une composante symplasmique 

linéaire. Nos résultats prouvent ainsi l’existence d’un deuxième système de transport 

membranaire du Cd. Cette voie peut être considérée comme un système de transport à faible 

affinité (LATS), pouvant faire intervenir des protéines-canaux et/ou des transporteurs dont le 

Km serait particulièrement élevé. En effet, le Km de ce LATS a pu être estimé dans le cas du 

maïs, et serait trop élevé dans le cas de l’hyperaccumulateur pour pouvoir être évalué. 

La mise en évidence d’un LATS pour le transport du Cd n’est pas en contradiction avec les 

isothermes d’absorption effectuées sur des cellules animales (Endo, 2002; Lecoeur et al., 

2002; DelRaso et al., 2003) et des organites végétaux (Hinkle et al., 1987). De plus, on a 

montré à travers un colorant fluorescent (the 5-nitrobenzothiazole coumarin, BTC-5N) que 

des canaux faiblement sélectifs, perméables à la fois au calcium et au potassium, étaient 

impliqués dans l’absorption du Cd à travers les membranes des cellules racinaires du blé 

(Lindberg et al., 2004). Le LATS tend à contrôler l’influx symplasmique aux plus fortes 

concentrations, comme c’est le cas pour les éléments essentiels tels le Zn (Hacisalihoglu et 

al., 2001). Ce LATS serait constitué de protéines membranaires n’ayant que peu d’affinité 

pour le Cd. Parmi ces protéines de transport, citons les canaux comme ceux destinés au Ca, au 

Mg ou encore au K, mais également des transporteurs membranaires comme LCT1, qui assure 

le transport à faible affinité de Na, Ca, K et Cd, ou ZNT1 (partie 1).  
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La similitude de pente pour les deux populations de tabouret calaminaire Nc-H et Nc-L 

(Tableau 2-2) suggère que les deux écotypes possèdent le même système de transport à faible 

affinité pour le Cd. En revanche, la pente du LATS est deux fois plus forte chez le maïs que 

chez le tabouret calaminaire, ce qui pourrait refléter une plus forte expression des 

transporteurs à faible affinité ; cette différence de pente entre les deux plantes peut néanmoins 

s’expliquer également par la différence de structure racinaire entre les deux plantes ; en effet, 

la surface apparente racinaire ne rend pas bien compte de la surface réelle d’absorption 

membranaire au cours des 60 minutes d’exposition au Cd.  

L’existence d’un LATS chez des espèces aussi distantes phylogénétiquement que le maïs et le 

tabouret calaminaire, suggère sa possible généralisation à l’ensemble des plantes vasculaires.  
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Chapitre 3. Comparaison entre les différentes méthodes de mesure des 

paramètres cinétiques 

La méthode de mesure des paramètres cinétiques rapportée dans la littérature consiste à 

désorber les racines pendant 30 minutes au maximum à la suite de la période d’exposition, 

puis à quantifier le Cd restant dans les racines. L’isotherme d’absorption obtenue présente une 

composante michaëlienne et une composante linéaire. Les auteurs considèrent la composante 

linéaire comme résultant de résidus de Cd dans l’apoplasme, et postulent que la composante 

michaëlienne représente l’isotherme pure symplasmique. 

I. Comparaison entre nos deux méthodes de fractionnement 

La deuxième méthode de fractionnement (utilisant l’azote liquide) a été mise en place pour 

vérifier les conclusions obtenues à l’issue de la première méthode de fractionnement (au 

méthanol-chloroforme). Il s’avère que nos conclusions majeures sont validées. Les isothermes 

d’adsorption apoplasmique obéissent au modèle de Freundlich. Quant à l’isotherme 

d’absorption membranaire, elle suit une cinétique combinant un HATS (fonction de 

Michaëlis-Menten avec un faible Km), à un LATS (fonction michaëlienne à fort Km ou 

fonction linéaire si Km trop élevé). En revanche, la comparaison entre nos deux méthodes de 

mesure des paramètres cinétiques met en évidence, dans le premier protocole, une 

surestimation de la fraction symplasmique au profit de la fraction apoplasmique, certainement 

en raison de la durée insuffisante de la désorption apoplasmique  

II. Evaluation des paramètres cinétiques à partir des isothermes d’absorption : 

comparaison entre la méthode de fractionnement à l’azote liquide et la méthode 

utilisée dans la littérature  

D’après les cinétiques du protocole de fractionnement à l’azote liquide (Partie 2 Chapitre 2), 

10 à 50 % du Cd restant dans les racines à l’issue de 30 minutes de désorption appartiennent à 

la fraction apoplasmique, ce pourcentage étant d’autant plus important que la concentration en 

solution est élevée (Tableau 2-9). Cela n’est pas en contradiction avec la littérature, dans 

laquelle les racines désorbées pendant 30 min ou moins, contiennent une part de Cd 

apoplasmique augmentant avec la concentration en solution. En revanche, l’incapacité à 

distinguer précisément les deux fractions de Cd ne permettait pas de mettre en évidence le 

LATS que nous observons dans l’isotherme d’absorption symplasmique.  
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Tableau 2-9. Pourcentage de Cd apoplasmique se trouvant dans les systèmes racinaires 

après 30 minutes de désorption. Les plantes ont été exposées pendant une heure à 650 ml 

de solution contenant 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES et 5 mM CdCl2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2-10. Comparaison entre les paramètres cinétiques d’absorption symplasmique 

mesurés par notre méthode (Partie 2 Chapitre 2) et par la méthode utilisée dans la 

littérature 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les isothermes d’absorption symplasmique que nous observerions avec nos plantes si nous 

utilisions le protocole décrit dans la littérature sont présentées dans les figures suivantes.  

 

 

Cd en solution (µM) tabouret calaminaire maïs 

50 50 44

35 62 44

20 59 39

10 68 35

5 69 27

1 25 19

0,5 14 13

0,1 23 15

Part apoplasmique du Cd restant dans les racines 

après 30 min de désorption (%)

plante
méthode de 

fractionnement

Imax                                                                            

(nmol g
-1

DW min
-1

)

Km             

(µM)

a                                                                

(nmol g
-1

DW min
-1

 µM
-1

)
R

2

présent 

manuscript
3,29 (0,24) 0,09 (0,02) 0,27 (0,02) 0,96

littérature 5,19 (1,15) 0,36 (0,34) / 0,94

présent 

manuscript
5,04 (0,60) 0,10 (0,05) 0,13 (0,04) 0,58

littérature 7,84 (0,92) 0,13 (0,09) / 0,91

maïs

tabouret 

calaminaire
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Figure 2-19. Isotherme d’absorption du tabouret calaminaire après 30 minutes de 

désorption, avec isolation de la composante symplasmique selon la méthode de la 

littérature (A) ; isothermes d’absorption symplasmique du tabouret calaminaire d’après 

la méthode de la littérature (symboles blancs) et la méthode mise au point dans ce 

chapitre (symboles noirs) (B). 
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Figure 2-20. Isotherme d’absorption du maïs après 30 minutes de désorption, avec 

isolation de la composante symplasmique selon la méthode de la littérature (A) ; 

isothermes d’absorption symplasmique du maïs d’après la méthode de la littérature 

(symboles blancs) et la méthode mise au point dans ce chapitre (symboles noirs) (B). 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0 10 20 30 40 50

Concentration de Cd en solution, µmol L
-1

In
fl

u
x

 s
y

m
p

la
sm

iq
u

e,
 n

m
o

lC
d

 g
-1

 R
S

 m
in

-1 symplasme méthode LN2

symplasme méthode littérature

 
 

 
 

96,0,
51,117

21,40

07,0

05,3 2 








 R

Cd

Cd

Cd

Cd
I S

 
 

  96,0,27,0
09,0

29,3 2 



 RCd

Cd

Cd
IS

ou

 
 Cd

Cd
I S






36,0

19,5

0

5

10

15

20

25

30

35

0 10 20 30 40 50

Cd dans la solution externe, µM

P
ré

lè
v

em
en

t 
ra

ci
n

a
ir

e,
 n

m
o

l 
g

-1
 R

S
 m

in
-1

résidu apoplasmique

influx symplasmique

prélèvement total calculé après 30 min de désorption

 
 Cd

Cd
I S






36,0

19,5

 CdI apores  50,0.

A 

B 



PARTIE 2 Chapitre 3   Comparaison des méthodes de mesure des paramètres cinétiques 

 77 

Comme le montrent les isothermes d’absorption (Figure 2-19 et Figure 2-20) ainsi que les 

paramètres cinétiques correspondants (Tableau 2-10), la méthode de la littérature surestime à 

peine l’influx symplasmique aux basses concentrations. Ainsi, pour des concentrations 

externes inférieures à 1 µM, la méthode de mesure des paramètres cinétiques communément 

appliquée dans la littérature est validée par nos travaux.  

 

En revanche, la méthode de la littérature sous-estime significativement le prélèvement 

intracellulaire aux fortes concentrations (Tableau 2-10), car suite aux 15 ou 30 minutes de 

désorption, elle attribue arbitrairement la composante linéaire à un résidu de Cd apoplasmique 

et la composante michaëlienne au prélèvement membranaire. Notre protocole sépare 

physiquement les fractions apoplasmique et symplasmique, et met ainsi en évidence 

l’implication de deux systèmes de transport membranaire du Cd. 
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Chapitre 4. Modélisation du prélèvement racinaire avec les paramètres 

mesurés précédemment 

I. Description du modèle de prélèvement 

Le modèle UPTAKE (Oates et Barber, 1984) a été développé pour prévoir le prélèvement 

d’éléments du sol par les racines des plantes, en décrivant le transport de l’ion dans le sol par 

diffusion et advection, la réalimentation de la solution du sol par le compartiment de 

l’élément sorbé sur la phase solide et son absorption à la surface racinaire. Il est basé sur la 

résolution de l’équation de transport décrite par Nye et Marriott (1969) avec les méthodes de 

résolution proposées par Barber et Cushman (1981). Dans le modèle UPTAKE, la description 

du système racinaire tient compte essentiellement de la vitesse d’augmentation de la surface 

racinaire, ainsi que des propriétés d’absorption de la racine en fonction de la concentration de 

l’élément en solution. Ce modèle repose sur plusieurs hypothèses : 

 Le milieu est homogène et isotrope : les processus du système considéré sont 

identiques dans tout l’espace. 

 Les conditions d’humidité du sol sont maintenues à l’état stationnaire et proches de la 

capacité au champ, ce qui permet d’assurer l’indépendance entre les coefficients de l’équation 

du transport et l’état d’humidité du milieu. 

 Le prélèvement de nutriments a lieu uniquement à la surface racinaire, sans 

intervention de la microflore. 

 La vitesse de prélèvement de l’élément en fonction de la concentration en solution 

peut être décrite par une équation de Michaëlis-Menten. 

 Le transport des éléments a lieu uniquement par diffusion (en solution) et convection, 

et seulement en direction radiale. 

 Les propriétés de diffusion, de convection et les caractéristiques d’absorption racinaire 

sont toutes indépendantes les unes des autres. 

 Le système racinaire est assimilé à un cylindre lisse avec un rayon constant et sans 

poils absorbants. 

 Le coefficient de diffusion de l’élément dans l’eau et le pouvoir tampon du sol pour 

l’élément sont deux grandeurs indépendantes de la concentration en solution. 

 Les paramètres de la cinétique d’absorption ne changent pas au cours du temps de la 

culture 
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 Le flux de masse n’est pas influencé par la concentration en solution de l’élément 

considéré. 

 

Pour estimer la quantité de métal prélevée par le végétal, il est donc indispensable de bien 

décrire la demande de la plante au niveau de la surface racinaire. Les connaissances sur la 

complexité des protéines de transport impliquées dans l’absorption des ETM ont certes 

avancé. Cependant, ces mécanismes n’ont jamais été intégrés dans le modèle. La fonction 

d’absorption (condition limite interne) est décrite par une relation de Michaëlis-Menten.  

 

Dans le chapitre 2, nous avons montré que cette fonction est pertinente pour décrire la vitesse 

d’entrée du métal dans le symplasme racinaire, mais qu’elle se combine à une fonction 

linéaire qui prend d’autant plus d’importance que la concentration externe en solution est 

élevée. D’autre part, nous avons également formalisé le prélèvement apoplasmique par une 

fonction de Freundlich. Nous avons voulu évaluer l’incidence que pourrait avoir la 

formalisation de l’absorption racinaire par les fonctions que nous avons décrite, en 

comparaison avec la simple fonction de Michaëlis-Menten habituellement utilisée. 

 

Pour cela, nous avons utilisé le modèle RUSE (pour « Root Uptake of Soil Elements ») 

développé sous MATLAB® par Perriguey (2006) sur la base des formalismes du modèle 

UPTAKE. RUSE se distingue d’UPTAKE essentiellement par la possibilité de décrire 

l’absorption racinaire par la fonction mathématique qui peut être différente de la fonction de 

Michaëlis-Menten.  

II. Simulation par le modèle RUSE des prélèvements de Cd des deux plantes 

Le modèle est sensible à plusieurs processus rhizosphériques ou propres à la plante. Parmi ces 

mécanismes, l’offre du sol et les paramètres d’absorption racinaire occupent une place très 

importante. Dans cette thèse, nous nous sommes focalisés sur l’estimation de ces paramètres 

de prélèvement racinaire, pour savoir si une détermination plus juste de ces constantes 

permettrait une amélioration des prédictions du modèle. En effet, les paramètres cinétiques de 

la littérature (Lombi et al., 2001; Perriguey, 2006) ont mené à une mésestimation du 

prélèvement de Cd dans les cultures en pot, en particulier une sous-estimation de 66% du 

prélèvement de Cd par le tabouret calaminaire. 
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Figure 2-21. Relation entre les prélèvements de Cd simulés par le modèle RUSE et 

mesurés dans le cas du maïs ; les paramètres cinétiques sont issus des méthodes de 

fractionnement au méthanol-chloroforme (A) et à l’azote liquide (B).  
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Figure 2-22. Relation entre les prélèvements de Cd simulés par le modèle RUSE et 

mesurés dans les plantes de tabouret calaminaire ; les paramètres cinétiques sont issus 

des méthodes de fractionnement au méthanol-chloroforme (A) et à l’azote liquide (B).  
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estimées par centrifugation (Perriguey, 2000) et varient entre 10 nmol L
-1

 et 1 µmol L
-1

. Les 

prélèvements simulés sont calculés pour chacune de ces concentrations de manière à 

comparer les influx mesurés aux influx simulés.  

La cinétique d’influx symplasmique est intégrée à la fois sur la surface racinaire et le temps 

d’exposition au métal dans le sol, à savoir 12 jours pour le maïs et 79 jours pour le tabouret 

calaminaire. 

Contrairement au compartiment symplasmique capable d’accumuler le métal de façon 

considérée comme infinie, les parois des cellules racinaires constituent un compartiment dont 

la capacité maximale d’adsorption serait limitée : une fois l’équilibre atteint entre l’apoplasme 

et la solution externe, la concentration du Cd dans les parois ne peut plus augmenter ; 

l’apoplasme n’accumulera pas davantage de métal et ne servira que de lieu de passage vers les 

membranes plasmiques. Dans ce cas, pour simuler la quantité totale de Cd dans le 

compartiment apoplasmique, il serait faux d’intégrer sur la durée de la culture les paramètres 

de Freundlich obtenus lors de l’étude des isothermes d’adsorption. En considérant que 

l’équilibre est atteint en moins d’une heure, les paramètres de l’isotherme de prélèvement 

apoplasmique obtenus dans les chapitres 2 et 3 correspondent bien aux constantes de 

Freundlich (KF et 1/n) qui se mesurent à l’équilibre. Pour pouvoir faire intervenir le 

compartiment apoplasmique dans la simulation du Cd prélevé au cours de la culture, nous 

calculons, à partir de nos paramètres de Freundlich, la quantité totale de Cd adsorbée sur la 

surface totale racinaire atteinte en fin de culture en sol. Par conséquent, le prélèvement 

racinaire est simulé en sommant le prélèvement symplasmique (intégré sur le temps et la 

surface racinaire), avec le prélèvement apoplasmique ayant lieu en une heure et intégré sur la 

surface racinaire mais pas sur la durée totale de la culture. 

 

Dans le cas de la simulation du prélèvement du Cd par le maïs, la proportion de Cd 

apoplasmique par rapport au Cd total prélevé est alors inférieure à 10% en considérant le jeu 

de paramètres issu du fractionnement au méthanol-chloroforme, et ne dépasse pas 2 % avec le 

jeu de paramètres issu du fractionnement à l’azote liquide. Dans le cas du tabouret 

calaminaire, la part de Cd apoplasmique racinaire reste inférieure à 4% quel que soit le jeu de 

paramètres utilisé.  

 

Le prélèvement simulé par le modèle RUSE surestime d’un facteur 2 le prélèvement mesuré 

dans le maïs. En revanche, il sous-estime d’un facteur 3 le prélèvement mesuré dans les plants 
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de tabouret calaminaire. Cette surestimation reste inchangée lorsque le compartiment 

apoplasmique n’est pas considéré. 

 

Les résultats des simulations sont sensiblement les mêmes quelle que soit la méthode de 

fractionnement utilisée, ce qui est en accord avec le fait que les concentrations en sol ne 

dépassent pas 1 µmol L
-1

. 

III. Discussion 

Le prélèvement du Cd par le tabouret calaminaire est sous-estimé de 66 %. Or Perriguey 

(2006) avait trouvé que le modèle sous-estimait de 65 % le prélèvement mesuré de Cd par le 

tabouret calaminaire en reprenant les paramètres cinétiques de Lombi et al. (2001). De même, 

la technique d’épuisement avait également donné des paramètres cinétiques entraînant une 

sous-estimation du prélèvement mesuré, de 66 %. En effet, les paramètres obtenus par nos 

méthodes de fractionnement sont dans le même ordre de grandeur que les paramètres de la 

littérature. 

 

Plusieurs hypothèses pourraient expliquer la surestimation du prélèvement du maïs par le 

modèle RUSE.  

La matrice d’absorption utilisée pour estimer les paramètres cinétiques ne contient que du Ca 

concentré à 0,5 mM, soit des conditions de faible compétition ionique qui favorisent 

l’absorption, comme nous le verrons dans le chapitre 1 de la partie 3, où nous analyserons 

l’influence de certains cations divalents dans la matrice d’absorption sur la vitesse 

d’absorption du Cd. Perriguey (2006) a en effet observé que la mesure des paramètres 

cinétiques en présence d’une force ionique plus élevée entraîne des simulations très proches 

de la réalité. Mais le lien de cause à effet n’a pas été établi clairement. Deuxièmement, les 

paramètres ont été mesurés sur des plantes n’ayant pas connu de Cd au cours de leur culture ; 

or l’accumulation préalable de Cd pourrait générer des phénomènes de régulation du 

prélèvement racinaire, se concrétisant par une diminution ou au contraire une stimulation de 

l’influx net. Cette hypothèse sera également testée (chapitre 2 de la Partie 3). D’autre part, les 

paramètres cinétiques de l’absorption racinaire du Cd ont été mesurés suite à une culture 

hydroponique. Or d’après la littérature, les racines cultivées en hydroponie ne présentent pas 

la même structure que les racines cultivées en sol, avec notamment une maturation plus 

tardive de l’exoderme, et par conséquent une surface membranaire accessible au métal 
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significativement plus importante par unité de masse ou de surface racinaire. Cette hypothèse 

sera testée dans le chapitre 3 de la partie 2.  

Compte tenu de ce qui vient d’être dit, les conditions expérimentales utilisées pour mesurer 

les paramètres cinétiques tendent vers une surestimation du prélèvement de Cd par le maïs. 

Pourtant, le modèle sous-estime de 66 % l’absorption de Cd par le tabouret calaminaire. Il est 

à noter que la mesure des paramètres suite à un prélèvement de Cd par des racines plongées 

dans une solution cadmiée, présente un inconvénient de taille. Dans l’erlenmeyer, la 

concentration de métal au voisinage le plus proche des racines est la même que la 

concentration dans les 650 ml de solution d’exposition ; en revanche, dans le sol, les mm 

rhizosphériques peuvent présenter une concentration bien différente de celle mesurée par 

centrifugation dans le sol, caractérisant soit une zone de déplétion, soit au contraire une 

accumulation. Or de récents travaux montrent que le Cd des fractions organique et carbonée 

s’accumule dans la rhizosphère des plantes tolérantes ou hyperaccumulatrices, ce qui n’est 

pas le cas des écotypes non tolérants ou non accumulateurs de la même espèce (Ru Shuhua et 

al., 2006 ; Vysloužilová et al., 2006). Etant donné que Noccaea caerulesens prélève justement 

le Cd de cette fraction du sol (Hammer & Keller, 2002), il est probable que les concentrations 

de Cd dans la rhizosphère des tabourets calaminaires en pots soient sous-estimées, menant 

ainsi à une sous-estimation des prélèvements simulés. D’où une éventuelle sous-estimation ou 

surestimation du prélèvement simulé, même si la mesure des paramètres cinétiques est juste. 

Il serait intéressant d’étudier la concentration de Cd dans la rhizosphère du maïs et du 

tabouret calaminaire, les résultats de nos simulations laissant supposer une zone de déplétion 

au voisinage des racines de maïs et une zone d’accumulation du métal au voisinage des 

racines de l’hyperaccumulateur.  
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Partie 3. Etude de paramètres susceptibles d’influer sur la cinétique 

de l’absorption racinaire 

Chapitre 1. Influence de certains cations divalents sur l’influx net de 
Cd dans les racines 

Introduction 

Le caractère non essentiel du Cd dans la nutrition des plantes vasculaires suggère fortement 

qu’il n’existe pas de transporteur spécifique au Cd
2+

. En revanche, l’inhibition du prélèvement 

de Cd par la présence d’un certain nombre de cations divalents (Cataldo et al., 1983 ; Costa & 

Morel, 1993) suggère que le Cd emprunte certainement des transporteurs membranaires tels 

que ceux à Zn, Cu ou Fe (Welch et Norvell, 1999) ou des canaux à cations comme les canaux 

à Ca
2+

 ou à Mg
2+

 (Nies, 1995). L’intérêt d’étudier les compétitions ioniques est double. D’une 

part, cela permettra de vérifier que les deux systèmes de transport (HATS et LATS) mis en 

évidence dans la partie I ont bien des comportements différents vis-à-vis d’éventuels cations 

inhibiteurs de l’absorption racinaire du Cd. En effet, le HATS ayant une affinité pour le Cd 

nettement plus forte que le LATS, il devrait logiquement être relativement moins sensible aux 

ions compétiteurs. Le deuxième objectif de l’expérimentation est d’identifier, dans nos 

conditions expérimentales, les ions agissant sur l’adsorption apoplasmique et/ou sur l’influx 

unidirectionnel membranaire, pour pouvoir identifier éventuellement les canaux ou 

transporteurs responsables du prélèvement racinaire du Cd. 

I. Matériels et Méthodes 

Divers cations monovalents et divalents sont testés individuellement pour évaluer l’effet de 

leur présence sur l’influx net de Cd dans les racines. Chacun d’eux est ajouté séparément à la 

solution d’absorption (identique à celle utilisée pour la mesure des paramètres cinétiques de la 

Partie 2), de façon à comparer la vitesse de prélèvement racinaire du Cd en présence du cation 

avec la vitesse de prélèvement du Cd dans les plantes témoins.  

I.1. Influence des ions de la solution externe sur la vitesse de prélèvement racinaire 

de Cd  

La germination et la culture du maïs sont réalisées dans les mêmes conditions que dans la 

partie II. Les plantes sont sacrifiées au bout de 12 jours. Comme dans les chapitres précédents, 
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les plantes sont exposées au Cd pendant une heure, sans que la concentration de Cd en 

solution ne diminue significativement : la quantité de Cd qui disparaît de la solution n’atteint 

pas 10% de la quantité initiale. Chaque modalité d’exposition au Cd est répétée sur quatre 

systèmes racinaires différents. 

I.1.1. Influence de la concentration en Ca et du pH 

Quatre concentrations de Ca sont testées. Pour ce, les 650 ml de solution d’absorption 

contiennent 1 µM CdCl2 marqué, 2 mM MES (pH=5,7) et quatre concentrations croissantes de 

CaCl2 : 0 µM, 1 µM, 0,5 mM et 2 mM.  

 

L’effet de trois pH est étudié : pH = 4, pH = 5 et pH = 6. Les 650 ml de solution d’exposition 

contiennent 1 µM CdCl2 marqué, 0,5 mM CaCl2 et 2 mM MES (pH = 5,7). 

 

Suite aux 60 minutes d’exposition à la solution d’absorption, les racines sont placées dans 

trois bains de désorption successifs de 10 minutes chacun. Le Cd apoplasmique échangé en 30 

minutes est dosé dans les bains de désorption à travers des aliquotes de 20 ml. Les sytèmes 

racinaires sont ensuite séchés à l’étuve (72°C) pendant trois jours avant d’être pesés ; le Cd 

contenu dans chaque système racinaire sec et non broyé est alors dosé au compteur gamma. 

I.1.2. Effet des cations divalents sur la vitesse de prélèvement du Cd par les deux 

systèmes de transport 

Les cations monovalents étudiés sont Na
+
, NH4

+
 et K

+
. Neuf cations divalents sont testés : 

Ca
2+

, Mg
2+

, Fe
2+

, Cu
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, Co
2+

, Zn
2+

, Pb
2+

. Les 650 ml de solution d’absorption 

contiennent 0,5 mM CaCl2, 2 mM MES (pH = 5,7), et la concentration choisie de CdCl2. Deux 

concentrations de Cd sont testées. Leur choix s’est fait à partir des résultats de la partie II, qui 

ont mis en évidence deux systèmes de transport simultanés : le HATS qui agit d’autant plus 

majoritairement que les concentrations sont basses, et le LATS qui prend de l’importance à 

mesure que la concentration externe augmente. L’objectif étant d’étudier les interactions 

ioniques au niveau de chacun de ces systèmes de transport, les concentrations de Cd testées 

sont de 1 µM pour l’étude du HATS et de 30 µM pour l’étude du LATS. En effet, à une 

concentration externe de 1 µM, le HATS constitue 92 % du prélèvement symplasmique tandis 

qu’à 30 µM, c’est le LATS qui prédomine, comptant 72 % du prélèvement symplasmique 

(Partie 2 chapitre 2). Le ratio entre la concentration en Cd et la concentration du cation testé 

est de 1/5 (Reid et Liu, 2004). Par conséquent, une première série d’absorptions a lieu avec 1 
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µM Cd et 5 µM d’ion testé, et une deuxième série avec 30 µM Cd et 150 µM d’ion testé. A 

l’issue de l’heure d’exposition dans les différentes modalités, chaque système racinaire est 

séparé des parties aériennes avant de subir le protocole de fractionnement du Cd racinaire en 

Cd apoplasmique et symplasmique (Figure 2-13) : le Cd est progressivement désorbé au cours 

d’une cinétique de désorption dans un bain marie glacé, interrompue par une brève 

congélation/décongélation des racines. Le Cd des bains de désorptions est dosé via des 

aliquotes de 20 ml ; les apoplasmes racinaires sont séchés (trois jours à l’étuve à 72°C) et 

pesés avant d’être passés au spectromètre gamma. Le Cd désorbé au cours des 40 min suivant 

la décongélation représente la fraction symplasmique, tandis que le reste du Cd prélevé 

appartient à la fraction apoplasmique. 

Le Cd ainsi que les différents cations testés sont tous sous la forme nitrate, à l’exception du Fe 

et du Mn, sous forme sulfate car non disponibles sous forme nitrate.  

I.2. Statistiques 

Pour chacun des cations testés, un test t de Student permet de comparer les vitesses 

d’accumulation du Cd dans les compartiments racinaires (apoplasmique et symplasmique) en 

présence et en absence du cation testé. 

II. Résultats 

II.1. Influence de la concentration externe en Ca 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-1. Prélèvement du Cd par les racines en 60 minutes d’exposition à 1 µM CdCl2, 

en présence de concentrations croissantes de CaCl2. Les barres noires représentent le Cd 

échangé en 30 minutes, et les barres blanches le Cd restant dans les racines. 
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Le Ca inhibe très significativement l’influx de Cd lorsque le rapport Ca/Cd dépasse 500 ; 

l’inhibition a lieu de façon évidente au niveau de l’adsorption sur les parois, mais 

probablement également au niveau de l’absorption membranaire (Figure 3-1). En revanche, 

cette inhibition ne s’observe pas lorsque les deux cations se trouvent tous les deux concentrés 

à 1 µM.  

II.2. Influence du pH sur l’influx net de Cd dans les racines 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-2. Prélèvement du Cd par les racines en 60 minutes d’exposition à 1 µM CdCl2, 

à trois pH différents. Les barres noires représentent le Cd échangé en 30 minutes, les 

barres blanches le Cd restant dans les racines. 

 

L’influx de Cd diminue très significativement lorsque le pH passe de 6 à 5 puis à 4 (Figure 

3-2) : les ions H
+
 ralentissent l’adsorption apoplasmique ainsi que l’absorption membranaire 

du Cd. 

II.3. Effet des cations divalents sur la vitesse de prélèvement du Cd par les deux 

systèmes de transport 
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symplasmique, seul un cation divalent affecte l’absorption du Cd : le Cu réduit 

significativement la vitesse d’accumulation du Cd dans le milieu intracellulaire (Figure 3-4), 

d’environ 30%. 

II.3.2. Effet des cations divalents sur le LATS 

En présence de 30 µM de Cd et de 150 µM de cation testé, l’adsorption apoplasmique du Cd 

est significativement affectée par la présence de Pb et de Cu, et dans une moindre mesure, de 

Mg (Figure 3-5). Par contre, dans une solution contenant 1 µM Cd, l’adsorption du Cd sur les 

parois des cellules racinaires n’est pas significativement affectée par la présence de 5 µM de 

n’importe lequel des cations testés (Figure 3-3). L’absorption intracellulaire à travers le LATS 

(30 µM de Cd) est significativement réduite par le Pb, le Cu, le Zn, le Co, le Mg, le Mn et le 

Ni, mais pas par le Ca (Figure 3-6). 

III. Discussion  

D’après les isothermes d’absorption réalisées dans la partie I, il apparaît qu’à l’issue de 60 

minutes d’exposition à 30 µM de Cd, 80 % du métal prélevé par les racines se trouvent dans 

le compartiment apoplasmique (Figure 3-5 et Figure 3-6). Pour cette raison, un manque de 

rigueur dans la séparation des fractions symplasmique et apoplasmique pourrait conduire à 

des résultats erronés ; en particulier, si la fraction symplasmique est surestimée à cause d’une 

désorption insuffisante du Cd apoplasmique, des interactions significatives au niveau de 

l’apoplasme pourraient biaiser les résultats en se répercutant sur la fraction symplasmique. Or 

dans le cas d’une concentration en solution de 30 µM, les résultats montrent que le 

prélèvement symplasmique est sensible à davantage de cations que le prélèvement 

apoplasmique, ce qui suggère que le fractionnement est réalisé correctement. 

D’autre part, l’absence d’effet du Ca concentré à 150 µM sur l’adsorption et sur l’absorption 

du Cd prouve que les cations qui se révèlent inhiber le prélèvement du Cd agissent par leur 

affinité pour les sites d’adsorption apoplasmique et d’absorption membranaire, et non 

seulement par la force ionique qu’ils imposent à la solution.  

 

La diminution de l’influx de Cd avec l’abaissement du pH (Figure 3-2) confirme la littérature. 

En effet, les ions H
+
 peuvent entrer en compétition avec le Cd sur les sites de fixation et de 

transport du Cd. Cette inhibition de l’influx du Cd peut être due également à l’écran de 

charges positives que les ions H
+
 créent autour des racines, masquant l’électronégativité des  
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Figure 3-3. Prélèvement du Cd dans l’apoplasme racinaire, selon les différents ions 

ajoutés en solution, en fonction du témoin. L’absorption dure une heure, dans 1 µmol L
-1

 

de Cd et en présence de 5 µmol L
-1

 de l’ion testé. n = 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-4. Prélèvement du Cd dans le symplasme racinaire, selon les différents ions 

ajoutés en solution, en fonction du témoin. L’absorption dure une heure, dans 1 µmol L
-1

 

de Cd et en présence de 5 µmol L
-1

 de l’ion testé. n = 4. 
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Figure 3-5. Prélèvement du Cd dans l’apoplasme racinaire, selon les différents ions 

ajoutés en solution, en fonction du témoin. L’absorption dure une heure, dans 30 µmol 

L
-1

 de Cd et en présence de 150 µmol L
-1

 de l’ion testé. n = 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-6. Prélèvement du Cd dans le symplasme racinaire, selon les différents ions 

ajoutés en solution, en fonction du témoin. L’absorption dure une heure, dans 30 µmol 

L
-1

 de Cd et en présence de 150 µmol L
-1

 de l’ion testé. n = 4 
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parois. Yanai (2005) a montré qu’un pH compris entre 5 et 6 était favorable pour le 

prélèvement et l’accumulation du Cd. Cependant, il est intéressant de noter qu’en solution 

hydroponique, la corrélation s’avère positive entre le pH et l’absorption du Cd, en raison 

d’une compétition entre les ions H
+
 et Cd

2+
 (Tyler et al., 1982 ; Florijn et al., 1993 ; Yanai et 

al., 2005).  

 

Le prélèvement membranaire de Cd dans les basses concentrations (Cd = 1 µM) est insensible 

à tous les cations testés sauf le Cu, ce qui laisse supposer que le Cd emprunte soit des 

transporteurs de Cu ayant une affinité plus élevée pour le Cu que pour Cd, soit des 

transporteurs ayant une affinité plus grande pour le Cd que pour le cation essentiel qu’il 

transporte originellement. L’inhibition du prélèvement du Cd par le Cu est en accord avec les 

récents travaux de Cui et al. (2008) portant sur différents génotypes de riz. Des observations 

similaires ont été faites sur d’autres plantes vivantes (Nasu et al., 1984), mais aussi sur de la 

tourbe (Fei Qin et al., 2006), ainsi que sur des protoplastes animaux (Endo, 2002). 

Le fait que le prélèvement de Cd soit affecté par plus de cations divalents dans les fortes 

concentrations en Cd que dans les faibles concentrations en Cd, est en accord avec 

l’interprétation des isothermes d’absorption décrites dans la partie 1 ; l’existence de deux 

systèmes de transport membranaire du Cd : le premier qui prédomine aux basses 

concentrations avec une forte affinité pour le Cd, le deuxième qui prévaut aux concentrations 

élevées et dont l’affinité pour le Cd est moindre. 

 

Dans le cadre de la modélisation, ces résultats sont très importants car ils prouvent que les 

paramètres cinétiques sont significativement modifiés par la composition ionique de la 

solution du sol. Il peut s’agir de cations comme Ca ou Mg, qui ont une faible affinité pour les 

parois et les racines par rapport au Cd, mais qui se trouvent en solution mille fois plus 

concentrés que le Cd, comme il peut s’agir de métaux pour lesquels les racines ont plus 

d’affinité que pour le Cd, et qui vont alors inhiber sa fixation sur les sites d’adsorption et 

d’absorption. 

Bien que cette expérimentation soit menée sur les racines de maïs seulement, les conclusions 

obtenues sont certainement généralisables à toutes les plantes. Dans le cas du tabouret 

calaminaire, étant donné que le HATS prédomine sur le LATS, il est fort probable que le 

prélèvement symplasmique soit moins sensible que le maïs aux cations susceptible d’entrer en 

compétition avec le Cd. 
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Chapitre 2. Régulation de l’influx net de Cd dans les racines : effet de 

la teneur en Cd dans la plante entière 

Le prélèvement du Cd par les plantes résulte de l’adsorption du Cd sur les parois des cellules 

et de son absorption à travers les membranes des cellules racinaires. Les isothermes 

d’absorption réalisées sur des plantules de maïs et de tabouret calaminaire permettent de 

paramétrer l’influx unidirectionnel du Cd dans les deux compartiments racinaires. Dans la 

plupart des travaux, les paramètres cinétiques sont mesurés sur des plantes n’ayant jamais été 

exposées au métal durant leur culture. C’est d’ailleurs ce que nous avons fait dans la partie 

précédente. Pourtant, dans les conditions naturelles, les végétaux sont exposés au métal dès 

leur germination. D’autre part, si la littérature témoigne de mécanismes de régulation de 

l’entrée du Cd dans les racines, rares sont les informations concernant un éventuel effet de la 

teneur interne de la plante en Cd sur la vitesse d’absorption racinaire du métal. Enfin, très peu 

de travaux ont porté sur la régulation au niveau de la CEC racinaire.  

L’hypothèse testée est la suivante : l’exposition chronique des plantes au Cd pourrait être à 

l’origine d’une modification de l’influx unidirectionnel du Cd dans les racines et, par 

conséquent, des paramètres cinétiques mesurés précédemment. Le maïs et le tabouret 

calaminaire, dont les demandes en Cd sont aussi contrastées, pourraient présenter des 

mécanismes de régulation différents, pouvant éventuellement expliquer le stockage racinaire 

chez l’une et l’hyperaccumulation du Cd chez l’autre. 

Le but de cette étude n’est pas d’identifier les mécanismes de régulation, qui nécessiteraient de 

travailler à l’échelle moléculaire sur les transductions de signaux, mais de déceler, suite à une 

longue exposition au Cd, d’éventuelles modifications des propriétés de prélèvement racinaire 

susceptibles d’affecter les paramètres cinétiques.  

Le principe consiste à réaliser à nouveau des isothermes d’absorption (influx en fonction de la 

concentration dans la solution externe, lors d’une heure de prélèvement), en y ajoutant un 

facteur, celui du niveau de contamination pendant la culture. Le fractionnement du Cd 

racinaire, tel que décrit dans le chapitre 2 de la partie 1, permet de distinguer l’adsorption du 

Cd sur les parois, de l’absorption du métal dans le milieu intracellulaire. L’expérimentation est 

menée sur deux plantes dont les demandes en Cd sont contrastées : d’une part notre variété de 

maïs, et d’autre part notre écotype hyperaccumulateur du tabouret calaminaire (Nc-H). 
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I. Matériels et méthodes 

I.1. Culture des plantes 

Après germination, les plantules sont cultivées en conditions hors-sol dans le même phytotron. 

Les tabourets calaminaires sont dans un premier temps cultivés en aéroponie (trois semaines) 

pour accélérer la croissance et éviter les pertes, puis en hydroponie (cinq semaines). Les maïs 

sont quant à eux directement cultivés en hydroponie. La durée totale de la culture est de 20 

jours pour le maïs et de huit semaines pour le tabouret calaminaire. Les cultures sont menées 

de telle sorte à obtenir des plantes contenant trois teneurs contrastées en Cd à l’issue de la 

culture. Trois lots de plantes sont donc cultivés pour chacune des deux espèces. Le premier lot 

est le celui des plantes témoins, cultivées en absence totale de Cd. Pour les deux autres lots de 

plantes, la solution hydroponique est contaminée en Cd (sous forme de Cd(NO3)2) pendant la 

deuxième moitié du temps de culture, la première phase permettant aux trois ordres racinaires 

de se développer. Pour assurer un contraste de teneur en Cd entre ces deux lots de plantes, les 

concentrations en solution sont de 0,1 µM pour l’un, et de 10 µM Cd pour l’autre. 

Le choix de la durée des cultures (8 semaines pour le tabouret calaminaire et 20 jours pour le 

maïs) a été fait selon deux critères. Le premier concerne la masse racinaire. Celle-ci doit être 

suffisamment importante pour contenir, au bout d’une heure d’exposition, des concentrations 

quantifiables de 
109

Cd dans les différentes solutions de désorption lors du fractionnement du 

Cd racinaire ; d’autre part, elle doit être suffisamment réduite pour ne pas prélever plus de 10 

% du Cd initial dans les 650 ml de solution marquée, de manière à ce que la concentration 

externe puisse être considérée constante. Le deuxième critère concerne l’exposition des 

plantes au Cd au cours de la culture : pour savoir si des mécanismes internes sont mis en 

œuvre pour réguler le prélèvement, nous avons voulu limiter un facteur externe de taille qui 

est la morphologie racinaire. En effet, des essais préliminaires montrent qu’une contamination 

au Cd dès le premier jour de culture réduit drastiquement la croissance racinaire, tant dans son 

élongation que dans sa ramification. 

I.2. Cadmium total dans les plantes 

Des plantes de chaque lot sont sacrifiées au terme de la culture pour quantifier le Cd stable 

qu’elles ont accumulé. Pour cela, les parties racinaires et aériennes sont séparées, séchées dans 

un four (trois jours à 72°C), puis broyées dans un broyeur à agate (Retsch, Germany) avant 

d’être digérées dans un four à micro-ondes (Mars 5, CEM Corporation, Matthews, Caroline du 

Nord, USA). Le Cd présent dans le matériel végétal minéralisé est alors quantifié par un 
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Spectromètre d’Absorption Atomique à plasma induit d’argon (ICP-OES Liberty II, Varian, 

Inc, Palo Alto, Californie, USA).  

I.3. Caractérisation du prélèvement racinaire 

Les autres plantes issues de chacun des six lots sont utilisées pour des prélèvements de courte 

durée dans des solutions marquées (chapitre précédent). Le système racinaire de chaque plante 

est exposé pendant une heure à 650 ml de solution de Cd marqué, de manière à estimer la 

vitesse de prélèvement du métal en fonction de la concentration externe en solution et du 

niveau de Cd dans les tissus de la plante. En raison de la lourdeur de l’expérimentation, ces 

solutions d’exposition sont limitées à trois concentrations au lieu des huit utilisées pour tracer 

les isothermes d’absorption : 0,1 µM, 10 µM et 50 µM. Le choix de ces concentrations est 

directement lié aux résultats obtenus dans le chapitre précédent. La concentration externe de 

0,1 µM nous informera sur le comportement du HATS et celle de 50 µM sur le comportement 

du LATS, tandis que 10 µM est choisie comme concentration intermédiaire pour vérifier la 

tendance entre les deux concentrations extrêmes. 

Avant leur immersion dans la solution radiomarquée, les racines sont rincées et exposées à un 

traitement de désorption. Cette étape est nécessaire pour minimiser la contamination de la 

solution d’exposition (marquée au 
109

Cd) par du Cd stable se désorbant des parois cellulaires, 

puisque celles-ci ont été exposées au métal durant la culture. Pour cela, chaque système 

racinaire est immergé pendant quatre heures dans 80 ml de solution contenant 5 mM de 

Ca(NO3)2 et tamponnée avec 2 mM de MES (pH=5,7), puis pendant deux heures dans 80 ml 

de solution contenant 0,5 mM de Ca(NO3)2, également tamponnée à pH 5,7. Enfin, après un 

bref rinçage dans de l’eau distillée, les racines sont immergées dans les 650 ml de solution de 

CdCl2 marquée au 
109

Cd et contenant 0,5 mM de CaCl2 et 2 mM de tampon MES (pH=5,7). 

L’exposition est conduite sans que la concentration en solution ne diminue significativement. 

Chaque système racinaire est ensuite séparé des parties aériennes avant de subir le protocole 

de fractionnement établi dans le chapitre précédent (Figure 2-13). 

I.4. Statistiques 

Pour chacune des concentrations d’exposition courte (0,1 µM, 10 µM et 50 µM), un test t de 

Student permet de comparer la quantité moyenne de Cd prélevée par des plantes faiblement ou 

fortement contaminées, avec la quantité de métal prélevée par les plantes témoins, qui n’ont 

pas été exposées au Cd durant la culture. 
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II. Résultats 

II.1. Accumulation de Cd stable pendant la culture 

La masse racinaire sèche n’est pas affectée par le niveau de contamination de la culture 

(Figure 3-7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-7. Masses racinaires sèches à l’issue des cultures en absence ou en présence de 

Cd  

 

En revanche, des chloroses internervaires sont observées dans les plantules de tabouret 

calaminaire exposées pendant quatre semaines à 10 µM de Cd. Le tabouret calaminaire 

accumule plus de Cd dans ses parties aériennes que dans ses racines (par unité de masse 

sèche). C’est l’inverse chez le maïs (Figure 3-8) De plus, les quantités de Cd accumulées sont 

positivement corrélées au niveau de contamination du milieu de culture, ce qui montre que les 

niveaux de contamination choisis assurent l’obtention de teneurs en Cd contrastées au sein 

des plantes. 

 

Chez le maïs de 20 jours cultivé pendant 10 jours dans 0,1 µM Cd, le métal se trouve 12 fois 

plus concentré dans les racines que dans les parties aériennes. Avec 10 µM dans la solution de 

culture, la teneur en Cd des parties aériennes se voit multipliée par 5,3 contre seulement 2,9 

dans les parties racinaires. Cependant, la teneur en Cd dans les racines de maïs reste sept fois 

plus élevée que dans les parties aériennes (Figure 3-8 a). 
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Figure 3-8. Teneurs de Cd dans les parties aériennes (PA) et les parties racinaires (PR) 

du maïs (A) et du tabouret calaminaire (B), à l’issue de 20 jours et 8 semaines de culture 

respectivement. Le Cd a été intégré à la solution de culture à raison de 0,1 µM et 10 µM, 

au cours de la deuxième moitié de la culture.  

 

Le tabouret calaminaire présente des caractéristiques d’accumulation différentes (Figure 3-8 

b). Suite à quatre semaines d’exposition à 0,1 µM Cd, le tabouret calaminaire âgé de huit 

semaines accumule 29 fois plus de Cd dans ses parties aériennes que dans ses parties 

racinaires. Cet écart est très significativement réduit lorsque la plante est cultivée dans 10 µM 

de Cd. En effet, de la contamination de 0,1 µM à celle de 10 µM, la teneur en Cd est 

multipliée par 210 dans les racines, tandis qu’elle n’augmente que d’un facteur de 7 dans les 
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parties aériennes. Il en résulte des teneurs identiques dans les deux parties de la plante, avec 

3,4 g de Cd par unité de masse sèche dans les racines comme dans les feuilles (Figure 3-8 b). 

II.2. Exposition courte au Cd marqué après culture dans les trois niveaux de 

contamination 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-9. Cd restant dans les racines de tabouret calaminaire au cours du protocole de 

fractionnement, après une heure de prélèvement dans 0,1 µM Cd ; la culture 

hydroponique était contaminée avec 0,1 µM de Cd pendant les quatre dernières 

semaines de culture.  

 

Le fractionnement donne des résultats similaires à ceux présentés dans le chapitre 2 de la 

partie 1, avec une distinction claire entre le Cd apoplasmique et le Cd intracellulaire (Figure 

3-9). 

Les sorptions apoplasmique et symplasmique augmentent avec la concentration externe en 

solution, quelle que soit la quantité de Cd accumulée au cours de la culture (Figure 3-9 et 

Figure 3-10). Dans ce qui suit, les résultats obtenus pour les plantes témoins ne sont pas 

analysés puisque ce travail a été fait de façon exhaustive dans le chapitre 2 de la partie 1 ; les 

résultats des plantes pré-exposées au Cd sont comparés statistiquement aux résultats des 

plantes témoins. 
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II.3. Après la culture dans 0,1 µM Cd 

Chez les deux espèces, la faible accumulation interne de Cd (pendant la culture dans 0,1 µM 

Cd) n’affecte pas la vitesse de prélèvement dans la solution de 0,1 µM Cd, que ce soit dans le  

compartiment apoplasmique (Figure 3-11) ou dans le compartiment symplasmique (Figure 

3-10). En revanche, les deux espèces montrent des comportements contrastés lorsqu’elles sont 

exposées à 10 µM ou 50 µM de Cd après culture dans 0,1 µM Cd. En effet, les racines de la 

plante hyperaccumulatrice présentent une augmentation significative de l’influx membranaire, 

mais aucun impact sur l’adsorption apoplasmique. Au contraire, les racines de maïs montrent 

une réduction significative du prélèvement de Cd, à la fois dans les compartiments 

symplasmique et apoplasmique. 

II.4. Après la culture dans 10 µM Cd 

Après une accumulation interne élevée en Cd (après culture dans 10 µM Cd), l’influx 

symplasmique dans les racines est généralement réduit chez les deux espèces, quelle que soit 

la concentration de la solution d’exposition. Cette réduction dans la vitesse d’absorption est 

plus significative chez le maïs que chez le tabouret calaminaire. Néanmoins, les deux espèces 

montrent que cette réduction est nettement plus significative lorsque l’on considère les 

concentrations les plus basses en solution (0,1 µM Cd et 10 µM Cd). En ce qui concerne la 

sorption du métal sur les parois, il apparaît chez les deux espèces que la culture dans 10 µM 

Cd est responsable d’une augmentation significative de la vitesse d’adsorption du Cd. 

III. Discussion 

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que le transport du Cd à travers les membranes 

des cellules racinaires est assuré par au moins deux systèmes de transport différents : l’un 

prédominant aux basses concentrations (système de transport à forte affinité pour le Cd ou 

HATS) et l’autre prévalant aux fortes concentrations (système de transport à faible affinité 

pour le Cd ou LATS). Pour le maïs, le HATS prédomine pour les concentrations externes 

inférieures à 1 µM, tandis qu’il prédomine jusqu’à 30 µM pour le tabouret calaminaire. Ainsi, 

l’exposition à 0,1 µM concerne le HATS pour les deux plantes étudiées, tandis que les 

concentrations externes de 10 et 50 µM concerneront plus ou moins le LATS. 

D’après nos résultats, l’accumulation chronique de Cd n’exerce pas la même influence sur les 

différentes composantes du prélèvement racinaire (parois et symplasme). D’autre part, 
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l’impact de cette exposition chronique au Cd varie selon la concentration dans la solution 

externe, c’est-à-dire en fonction du système de transport concerné. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-10. Influx symplasmique de Cd après une heure d’exposition à 0,1 µM, 10 µM 

ou 50 µM µM de CdCl2 ; les plantes ont été cultivées dans des solutions hydroponiques, 

selon trois modalités : en absence de Cd, dans 0,1 µM Cd ou dans 10 µM Cd. Les barres 

représentent les valeurs moyennes de 4 et 5 répétitions pour le maïs (a) et le tabouret 

calaminaire (b) respectivement, et les barres d’erreur représentent deux écart-types. 
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Figure 3-11. Prélèvement apoplasmique de Cd au cours d’une heure d’exposition à 0,1 

µM, 10 µM ou 50 µM µM de CdCl2 ; les plantes ont été cultivées dans des solutions 

hydroponiques, selon trois modalités : en absence de Cd, dans 0,1 µM Cd ou dans 10 µM 

Cd. Les barres représentent les valeurs moyennes de 4 et 5 répétitions pour le maïs (a) et 

le tabouret calaminaire (b) respectivement, et les barres d’erreur représentent deux 

écart-types. 
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III.1. Accumulation du Cd pendant la culture 

La distribution du Cd dans les plantes confirme les données de la littérature sur les 

caractéristiques des hyperaccumulateurs et des non-accumulateurs. 

0,1 µM est une concentration de Cd réaliste, représentative de ce que beaucoup de sols 

contaminés peuvent contenir dans leur solution. Après une exposition à long terme à cette 

concentration en solution, le maïs et le tabouret calaminaire dévoilent des caractéristiques 

d’accumulation très contrastées, en accord avec les données de la littérature : 

l’hyperaccumulateur accumule le métal préférentiellement dans les parties aériennes, tandis 

que le non-accumulateur stocke le métal dans ses parties racinaires. La translocation du Cd 

vers les parties aériennes du maïs n’est pas négligeable pour autant. D’où les risques bien 

connus de transfert du polluant métallique du sol vers la chaîne alimentaire.  

10 µM est une concentration très élevée qui ne se présente dans la nature que de façon très 

localisée, par exemple sur des friches industrielles. A l’issue de 10 jours de culture dans 10 

µM, le maïs accumule toujours sensiblement plus de Cd dans le système racinaire que dans 

les parties aériennes. Cependant, comparée à la culture dans 0,1 µM, il apparaît que la culture 

dans 10 µM n’accroît pas les teneurs racinaires autant que les teneurs foliaires. C’est le 

contraire chez le tabouret calaminaire, pour qui la culture dans 10 µM entraîne une toute autre 

distribution du Cd, avec des teneurs qui s’équilibrent entre les parties racinaires et aériennes ; 

cette nouvelle distribution du Cd proviendrait soit d’une absorption racinaire qui ne compense 

pas la vitesse de translocation vers les parties aériennes, soit d’une redistribution du Cd 

foliaire vers les racines des plantes. 

III.2. Régulation symplasmique 

III.2.1. Après une exposition chronique à une faible concentration (0,1µM) 

L’influx du HATS du maïs et du tabouret calaminaire n’est pas du tout affecté par une faible 

accumulation interne de Cd pendant la culture (exposition chronique à 0,1 µM). La 

soustraction du Cd libre du cytosol par sa complexation avec les phytochélatines (PCs) et son 

transport éventuel vers la vacuole ou les parties aériennes pourrait en effet limiter le besoin 

d’une réduction de l’influx symplasmique (Larsson et al., 2002). En revanche, les plantes ne 

présentent pas le même comportement face aux fortes concentrations en solution : la faible 

contamination pendant la croissance régulerait négativement le LATS du maïs mais pas celui 

du tabouret calaminaire, chez qui un effet stimulateur est observé pour l’exposition courte à 

une solution contenant pour 10 µM Cd (Figure 3-10).  
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III.2.2. Après une exposition chronique à une forte concentration (10 µM) 

A la suite d’une forte accumulation de Cd pendant la croissance, l’influx de Cd symplasmique 

dans les deux plantes se trouve significativement réduit. Une telle réduction du prélèvement 

intracellulaire de Cd a déjà été observé sur les protoplastes racinaires de blé (Lindberg et al., 

2007). Elle pourrait provenir d’une régulation négative des systèmes de transport à forte et à 

faible affinité pour le Cd. Cette régulation de l’absorption est plus élevée dans le cas des 

expositions courtes aux concentrations les plus basses, ce qui suppose que cette régulation 

négative affecte en premier lieu le système de transport à forte affinité.  

La diminution de l’influx intracellulaire de Cd suite une exposition chronique à 10 µM de Cd 

peut également résulter d’une régulation positive de l’extrusion du Cd
2+

, de l’espace 

intracellulaire vers l’espace extracellulaire. Cette régulation peut provenir de la stimulation de 

l’efflux de complexes PC-Cd (Jasinski et al., 2003), du système antiport Cd
2+

/H
+
 (Salt et 

Wagner, 1993) ou encore de l’excrétion de vésicules (Seregin et Kozhevnikova, 2008). 

III.2.3. Conclusion sur la régulation de l’influx symplasmique 

Nos résultats suggèrent, chez les deux espèces, une régulation de l’influx membranaire 

contrôlée par une valeur seuil de teneur interne en Cd. Une accumulation chronique de Cd 

suite à une longue exposition à 0,1 µM de Cd, se situerait en-deçà de cette valeur seuil, grâce 

par exemple à la séquestration du métal libre par les PC.  

En revanche, la longue exposition à 10 µM conduirait à dépasser cette limite, ce qui 

expliquerait la régulation négative significative de l’influx symplasmique. On peut imaginer 

que la densité ou l’activité des protéines membranaires du HATS serait régulée par 

l’organisme de la plante en réponse à l’insuffisance de PCs pour prendre en charge la grande 

quantité de Cd libre dans le cytosol. Il est également envisageable qu’une régulation soit 

déclenchée par une concentration seuil dans les parties aériennes. Enfin, comme nous le 

verrons dans les paragraphes suivants, une meilleure séquestration du Cd par les parois 

cellulaires pourrait aussi réduire significativement la vitesse d’absorption du Cd à travers les 

membranaires des cellules racinaires. 

III.3. Régulation apoplasmique 

Chez les deux espèces, l’efficacité de sorption du Cd par les parois est améliorée suite à une 

pré-exposition prolongée dans un milieu fortement contaminé (10 µM), alors qu’une 

exposition à seulement 0,1 µM n’a en général aucune incidence sur les teneurs en Cd 
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retrouvées dans les parois cellulaires de racines. Cette augmentation des capacités 

d’adsorption du métal après une forte exposition au Cd peut s’expliquer de différentes 

manières. 

Elle pourrait provenir tout simplement de la régulation négative du prélèvement intracellulaire 

: en effet, si l’influx transmembranaire du Cd est ralenti par une disponibilité réduite des 

transporteurs ou canaux membranaires, le métal s’accumule dans le compartiment 

apoplasmique. Cependant, la réduction de l’influx symplasmique est très faible comparée à 

l’augmentation de l’adsorption apoplasmique. Elle ne suffit donc pas à expliquer le niveau 

accru d’adsorption du métal sur les parois. En conséquence, ce sont les propriétés pariétales 

qui pourraient être à l’origine de la diminution de l’influx symplasmique ; le flux du métal à 

travers les parois serait davantage freiné que dans les plantes témoins, ce qui ralentirait son 

flux à travers les membranes.  

Cette réaction des parois vis-à-vis du Cd semble résulter d’une augmentation de leur CEC. Or 

la CEC est directement liées aux pectines très présentes dans les parois externes de la cellule, 

à savoir la lamelle moyenne en particulier. Il a été démontré en outre que le Cd exerce un 

stress sur la plante, et que la composition des parois des cellules racinaires s’en trouve 

affectée. En effet, la CEC des parois peut être accrue par le biais d’enzymes capables de 

réguler la méthylestérification des acides uroniques contenus dans la pectine et 

l’hémicellulose. En présence de stress cadmié, la pectinméthylestérase (PME), enzyme 

produite dans le système de Golgi des cellules et excrétée vers la paroi, voit son activité 

fortement réduite : les groupes carboxyliques qui se trouvent sur les acides uroniques sont 

moins méthylés ou moins estérifiés, rendant la pectine plus apte à adsorber les métaux, 

puisque le groupe acide est plus hydrophile que les groupes méthyl et ester. Ainsi, le stress 

cadmié augmente significativement le ratio pectines acides/pectines estérifiées, d’où 

l’élévation de la CEC racinaire, particulièrement dans la lamelle moyenne (Konno et al., 

2005; Iraki et al., 1989; Shedletzky et al., 1990; Kaplan et al., 1987; Douchiche et al., 2007). 

Ces résultats sont par ailleurs confortés par ceux rapportés sur le Cu (Konno et al., 2005), l’Al 

(Eticha et al., 2005) ou encore le Pb (Khotimchenko et al., 2004 ; Kartel et al., 1999 ; 

Sergucshenko et al., 2007). C’est donc l’abaissement du degré d’estérification qui stimulerait 

l’adsorption des ETM (Kupchik et al., 2006), améliorant ainsi la tolérance de la plante vis-à-

vis du métal. Les pectines, très présentes sur toutes les surfaces pariétales externes, joueraient 

donc un rôle éminent dans l’adsorption du Cd et dans la régulation de la tolérance de la plante 

vis-à-vis du métal.  
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Dans une moindre mesure, la production de lignine par la plante peut également augmenter les 

capacités de rétention du Cd dans les parois racinaires. En effet, la lignine est composée de 

polymères d’alcools aromatiques, et sa porosité est particulièrement appropriée à l’adsorption 

des métaux, puisque la taille de ses pores équivaut à la taille des métaux (Martin, 1980). Etant 

donné que le Cd stimule les dépôts de lignine dans les parois (Yang et al., 2007 ; Van de 

Mortel et al., 2008), le stress cadmié peut donc augmenter la proportion de lignine dans le 

matériel pariétal, augmentant ainsi la capacité d’adsorption du Cd (Basso et al., 2005).  

 

Etant donné que le niveau de contamination n’a pas eu d’influence significative sur la masse 

sèche racinaire, il est fort probable que les différents traitements n’aient pas affecté 

significativement la proportion de racines jeunes par rapport aux racines âgées, et n’aient donc 

pas diminué la CEC par le biais de la moyenne d’âge racinaire. Par conséquent, l’effet non 

significatif de la faible contamination en Cd sur l’adsorption apoplasmique pourrait 

s’expliquer par l’existence d’un seuil de stress au-dessous duquel les mécanismes de 

régulation de la PME ou de la lignification sont insignifiants. 

Enfin, n’oublions pas les exsudats racinaires, ainsi que les microorganismes présents bien sûr 

dans nos solutions de culture non stériles. Les exsudats racinaires et les micro-organismes 

sont bien connus pour leur capacité d’adsorption des ETM. D’après la littérature, l’effet des 

micro-organismes peut être significatif. Par exemple, des études rapportent que des exsudats 

stériles, non stériles, et stériles mais filtrés à 0,45 µm, augmentent l’adsorption du Cd de 66, 

102, and 72%, respectivement (Lin et al., 2003, dans Dong et al 2007). La culture en présence 

de Cd peut avoir augmenté l’excrétion d’exsudats racinaires et/ou la prolifération de bactéries 

à forte capacité d’adsorption pour le métal. 

IV. Conclusion 

Nos résultats montrent que la CEC des parois et le HATS sont plus sensibles à la régulation 

que ne l’est le LATS. Cela suggère que la CEC et les transporteurs membranaires sont plus 

sujets à la régulation que ne l’est celle des canaux ioniques. D’ailleurs, si la littérature rapporte 

un transport de Cd significativement régulé par des transporteurs de Fe et de Zn (Cohen et al., 

1998 ; Hart et al., 2002), elle ne mentionne en revanche aucune régulation des canaux 

calciques ou magnésiques empruntés par le métal.  

Contrairement aux concentrations de 10 µM et 50 µM, celle de 0,1 µM correspond à une 

teneur réaliste de Cd en solution de sol. D’après nos résultats, les éventuels mécanismes 
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internes de régulation ne modifient pas significativement les paramètres cinétiques dans la 

gamme des concentrations inférieures à 0,1 µM en solution, mais qu’ils peuvent les affecter 

pour des sols plus contaminés. 

D’autre part, il faut bien noter que cette expérimentation avait pour but de déceler d’éventuels 

mécanismes internes de régulation du prélèvement racinaire du Cd, en limitant l’impact du 

métal sur la morphologie et la croissance racinaires. Pour ce, le Cd n’a été introduit en solution 

qu’après développement des ordres racinaires. Il serait intéressant de cultiver des plantes dans 

du Cd dès le stade de germination, pour estimer cette fois l’influence des caractéristiques 

morphologiques et histologiques sur l’absorption du Cd.  

Enfin, les résultats de cette expérimentation apportent un argument supplémentaire à 

l’interprétation de la composante linéaire de l’isotherme d’absorption. En effet, si cette 

composante ne renfermait que du Cd apoplasmique, sa valeur augmenterait significativement 

après la culture dans 10 µM, de la même façon que la fraction apoplasmique. Or ce n’est pas 

le cas, ce qui prouve bien que la composante linéaire distinguée par le fractionnement à l’azote 

liquide ne renferme que du Cd symplasmique. 
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Chapitre 3. Influence de l’architecture et de l’anatomie racinaires sur 

l’absorption du Cd par les racines de maïs 

Introduction 

Le prélèvement du Cd et des autres cations par les racines dépend de nombreux paramètres. 

C’est pourquoi la modélisation du transfert de Cd de la solution du sol vers les plantes exige 

de travailler dans des conditions contrôlées. Jusqu’à présent, les chercheurs qui étudient le 

prélèvement racinaire des éléments en conditions contrôlées, cultivent leurs plantes en 

hydroponie dans des phytotrons. En effet, c’est un milieu de culture permettant d’imposer des 

conditions environnementales comme la composition ionique de la solution, la température, 

l’hygrométrie ou encore la luminosité. Deuxièmement, ce milieu hors-sol produit des racines 

propres, dépourvues de particules de sol qui pourraient interférer avec le prélèvement et 

provoquer un biais dans l’évaluation de l’adsorption et de l’absorption racinaires. Dans les 

chapitres 1 et 2 de la Partie 2, nous avons mesuré les paramètres cinétiques de l’absorption du 

Cd par des racines de maïs cultivés en hydroponie ; avec de tels paramètres, le modèle RUSE 

(Perriguey, 2006) surestime de 100 % le prélèvement de Cd par le maïs cultivé en sol. C’est 

pourquoi nous nous sommes demandé si des différences d’architecture et d’anatomie entre les 

racines cultivées en sol et en hydroponie pouvaient expliquer cet écart entre les prélèvements 

simulé (par le modèle) et mesuré (en pot). En effet, l’hydroponie promouvrait la ramification 

racinaire (da Silva et al., 2003), et il a été démontré que certaines conditions 

environnementales réduisent sensiblement la proportion de longueur racinaire portant des 

barrières apoplasmiques matures (Enstone et al., 2003; Lux et al., 2004; Schreiber et al., 

2005). Ces deux paramètres sont susceptibles de provoquer une meilleure absorption des 

cations en hydroponie qu’en sol.  

 

Nous posons donc l’hypothèse que le milieu de culture utilisé pour estimer les paramètres 

cinétiques de l’absorption du Cd, à savoir l’hydroponie, expliquerait au moins en partie la 

surestimation du prélèvement de Cd par le modèle d’absorption racinaire. Pour ce, nous 

comparons les cinétiques d’absorption du Cd par des racines de maïs présentant des 

différences de caractéristiques architecturales et anatomiques. Ces systèmes racinaires 

contrastés sont obtenus par le biais de différents milieux de culture, à savoir l’hydroponie, 

l’aéroponie et le sol. Des observations macroscopiques et microscopiques permettent de 

caractériser l’architecture ainsi que l’avancement de maturation des racines primaires dans les 
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trois milieux de culture. Les cinétiques d’épuisement sont immédiatement suivies d’un 

fractionnement du Cd racinaire, afin d’estimer l’influence des barrières apoplasmiques sur les 

capacités d’accumulation de chacun des compartiments apoplasmique et symplasmique.  

I. Matériels et méthodes 

I.1. Cultures en hydroponie, aéroponie et sol 

Les cultures de maïs (cultivar précedemment utilisé) sont menées en hydroponie, aéroponie et 

sur le sol (Figure 3-12). Les cultures dans les différents milieux durent 12 jours. La solution 

nutritive utilisée pour les cultures en hydroponie et en aéroponie est de la même composition 

que celle utilisée précédemment (chapitre 1 de la Partie 2). Les renouvellements sont réalisés 

deux fois par semaine. Les cultures en sol sont réalisées dans des rhizotrons contenant environ 

3 kg d’horizon de surface d’un sol brun cultivé (Vannecourt, 57). Ce sol présente un pH 

légèrement acide, une texture limoneuse et une teneur en matière organique habituelle pour un 

horizon labouré. Après séchage et homogénéisation, le sol est tamisé à 5 mm. Chaque 

rhizotron contient un seul plant de maïs, et le sol est maintenu à 30 % de sa capacité au 

champ.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-12. Culture de maïs en hydroponie (A), aéroponie (B) et sol (C). 

I.2. Analyse de la morphologie et de l’anatomie racinaires 

I.2.1. Observation macroscopique 

Au terme des cultures en hydroponie, aéroponie et sol, les systèmes racinaires sont pesés à 

l’état frais, puis scannés pour être analysés par le logiciel WinRhizo en vue de mesurer divers 

paramètres comme le nombre d’apex par unité de masse ou de surface racinaire, la longueur 

racinaire totale et la surface totale. Les systèmes racinaires sont ensuite récupérés pour être 

séchés à l’étuve et pesés. 

A B C 
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I.2.2. Anatomie racinaire 

Les colorations sont réalisées sur des coupes de racines fraîches. 

Les coupes transversales sont réalisées à main levée : des fentes sont pratiquées dans des tiges 

de moelle de sureau, et des segments racinaires d’environ 1 cm y sont introduits en forçant 

légèrement ; les segments racinaires et leur support sont alors finement coupés à l’aide de 

lames de rasoir Gilette. Les coupes longitudinales sont quant à elles effectuées à l’aide d’un 

vibratome. Le cas échéant, des segments racinaires de 4 mm sont inclus dans de l’agarose à 6 

% (m/v). Après solidification de l’agarose au réfrigérateur, un cube d’inclusion est découpé 

autour de chaque segment racinaire, puis placé dans le vibratome pour la réalisation de coupes 

fines d’environ 40 µm.  

Observation de la subérine amorphe  

Avant de colorer les coupes racinaires, celles-ci sont « éclaircies » par une solution de 

berbérine hémisulfate (Sigma Aldrich) (0,1 % m/v) dissoute dans de l’acide lactique (Roth) 

saturé avec de l’hydrate de chloral (forme hydratée du trichloroacétaldéhyde). Les coupes 

restent immergées dans cette solution pendant une heure à température ambiante, puis sont 

rincées avant d’être colorées par une solution de berberine hémisulfate aqueuse à 0,1 % (w/v) 

pendant une demi-heure. Ensuite, les coupes sont rincées quelques secondes avant d’être post-

colorées dans de la toluidine bleue O (Roth) à 0,1 % pendant 20 secondes, ou bien pendant 

moins d’une minute dans de la safranine O (Roth) (0,5 % dans de l’éthanol 50 %) (Lux et al., 

2005). 

Observation des lamelles de subérine 

Pour détecter les lamelles de subérine, une solution de jaune Fluorol 088 (Sigma Aldrich) 

concentré à 0,1 % dans de l’acide lactique saturé avec de l’hydrate de chloral, est chauffée à 

l’étuve à 70°C pendant une heure (Brundrett et al., 1991; Lux et al., 2005). Les coupes 

racinaires sont alors immergées durant une heure dans cette solution fraîchement préparée 

(solution instable). Les coupes subissent ensuite une post-coloration de 15 minutes dans la 

Safranine O (0,5 % dans de l’éthanol à 50 %).  

Une fois colorées, les coupes sont montées entre lame et lamelle dans une goutte d’eau et de 

glycérol (v/v ; 1/1) ; lame et lamelle sont scellées avec du vernis à ongles. Les fluorochromes 

étant sensibles à la lumière et à la chaleur, les échantillons sont conservés en chambre froide 

(4°C) et à l’abri de la lumière. 

 

La fluorescence est détectée par observation au microscope à épifluorescence. 
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Les bandes de Caspary sont observées grâce à un filtre d’excitation BP 365, tandis que les 

lamelles de subérine sont détectées grâce à des longueurs d’onde supérieures à 420 nm. 

I.3. Cinétiques d’épuisement et compartimentation du Cd 

I.3.1. Cinétiques de prélèvement du Cd 

Les racines cultivées en sol sont dépotées, soigneusement lavées dans de l’eau distillée et 

soumises une dizaine de minutes aux ultrasons, pour détacher les nombreux agglomérats de 

sol attachés aux poils absorbants. Les racines cultivées en aéroponie et en hydroponie sont 

uniquement rincées dans l’eau distillée. 

Chaque système racinaire (3 répétitions par milieu de culture) est ensuite immergé dans 650 

ml de solution d’absorption marquée (Figure 3-13). La matrice de prélèvement contient le 

traceur radioactif 
109

Cd, 0,5 mM de CaCl2, 0,5 (ou 1) µM de CdCl2, et enfin 2 mM de tampon 

MES. Le pH est ajusté à 5,7 par addition de quelques gouttes de KOH 1 M. Selon l’essai 

réalisé, la durée de prélèvement varie entre 9 et 21 heures. Des aliquotes de 250 ou 500 µl 

sont prélevés au sein de la solution pendant toute la durée de l’absorption racinaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-13. Exposition des plantes au Cd, dans des erlenmeyers de 650 ml de solution 

contenant 0,5 ou 1 µM CdCl2, 0,5 ml CaCl2 et 2 mM MES (pH = 5,7), après 12 jours de 

culture en hydroponie, en sol ou en aéroponie. 

I.3.2. Fractionnement du Cd 

Au terme de la durée d’exposition, le Cd accumulé dans les racines est estimé dans les 

compartiments apoplasmique et symplasmique. Pour ce, les racines sont rincées dans de l’eau 

distillée pendant une dizaine de secondes, et délicatement égouttées sur du papier absorbant. 

Deux méthodes physico-chimiques de fractionnement sont utilisées pour parvenir à ce 

hydroponie sol aéroponie 
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fractionnement : des désorptions associées à un traitement au méthanol-chloroforme (Partie 2 

chapitre 1), et une cinétique de désorption interrompue par une étape de 

congélation/décongélation (Figure 2-13). 

 

Le Cd est quantifié comme expliqué dans la partie 1. 

II. Résultats  

II.1. Cinétiques de prélèvement et compartimentation du Cd racinaire 

Les quantités de Cd dans les parties aériennes ne dépassent pas la limite de détection. Le Cd 

prélevé de la solution d’absorption ne s’accumule donc que dans les systèmes racinaires, ce 

qui est d’ailleurs confirmé par un bilan de masse. 

Les systèmes racinaires cultivés en hydroponie et en aéroponie pèsent 4,2 ± 1,9 g et 4,9 ± 0,4 

g respectivement, tandis que les racines extraites du sol pèsent seulement 2,4 ± 0,6 g. Après 

13 heures d’exposition au Cd, les racines cultivées en hydroponie épuisent 94 % du Cd initial 

(0,5 µM) tandis que les racines cultivées en aéroponie et en sol en absorbent seulement 65 et 

37 %, respectivement. Cependant, ce sont les racines extraites du sol qui sont les premières à 

saturer, alors que les racines cultivées en hydroponie et en aéroponie continuent d’absorber le 

métal (Figure 3-14 a). Les racines issues de l’aéroponie absorbent 1,5 à 2 fois plus lentement 

que les racines issues de l’hydroponie, particulièrement pendant les premières heures 

d’exposition. Une forte proportion (67 %) du métal prélevé par les racines cultivées dans le 

sol se trouve adsorbée aux parois de façon réversible (Figure 3-14 b), alors que la fraction 

apoplasmique non échangée atteint à peine 5 % du Cd total prélevé. Ce n’est pas le cas pour 

les racines cultivées hors-sol, chez qui le Cd échangeable représente 8 % et le Cd non 

échangeable 40 % du total de Cd absorbé, soit approximativement 50% du Cd qui dans le 

compartiment symplasmique. 

La deuxième cinétique (Figure 3-15 a), réalisée à partir d’une concentration initiale de 1 µM 

au lieu de 0,5 µM précédemment, est stoppée avant l’épuisement de la solution : les racines 

hydroponiques ont absorbé 44 % du Cd initial tandis que les racines aéroponiques en ont 

absorbé seulement 31 %. Le fractionnement (Figure 3-15 b) révèle que les racines cultivées en 

hydroponie absorbent plus (p<0,002) de Cd par unité de masse sèche et de temps que les 

racines cultivées en aéroponie (Figure 3-15 c), et que cette efficacité d’absorption se 

manifeste à la fois dans les compartiments symplasmique (p=0,0007) et apoplasmique 

(p=0,008) (Figure 3-15 c). En outre, la proportion du Cd intracellulaire par rapport au Cd total 
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prélevé, est significativement plus élevée (p<0,01) dans les racines hydroponiques (58 %) que 

dans les racines aéroponiques (54 %) (Figure 3-15 c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-14. Cinétique d’accumulation du Cd (A) dans des systèmes racinaires issus de 

cultures aéroponique, hydroponique et en sol, dans 650 ml de solution contenant 0,5 µM 

CdCl2, 0,5 mM CaCl2 et 2 mM MES (pH = 5,7). Compartimentation du Cd (B) dans ces 

racines à l’issue des 13 heures d’exposition au métal ; le Cd est fractionné par la 

méthode utilisant le méthanol-chloroforme (Partie 2 Chapitre 1). 
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Figure 3-15. Cinétique d’accumulation du Cd (A) dans des systèmes racinaires issus de 

cultures aéroponique et hydroponique, dans 650 ml de solution contenant initialement 1 

µM CdCl2, 0,5 mM CaCl2 et 2 mM MES (pH = 5,7). Cd restant dans les racines (B) au 

cours du protocole de fractionnement utilisant l’azote liquide, suite aux 21 heures 

d’exposition au métal. Compartimentation du Cd racinaire d’après le fractionnement 

réalisé (C). Part de la fraction symplasmique dans la quantité totale de Cd accumulée 

dans les racines (D). 

 

II.2. Observations morphologiques et anatomiques 

II.2.1. Morphologie racinaire 

Les racines cultivées en hydroponie sont quasiment dépourvues de poils absorbants, 

contrairement aux racines cultivées en aéroponie ou bien en sol chez lesquelles les poils 

absorbants prolifèrent sur toute leur longueur (Figure 3-16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-16. Racines de maïs cultivées en hydroponie (A), aéroponie (B) et sol (C) 
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D’après l’analyse de l’architecture racinaire par WinRhizo, le nombre d’apex par unité de 

masse ou de surface racinaire n’est pas significativement différent entre les trois milieux de 

culture. 

II.2.2. Anatomie racinaire 

Quel que soit le type de culture, les parois endodermales s’épaississent à mesure que l’on 

s’éloigne de l’apex. En témoignent la Figure 3-17 et la Figure 3-18 qui montre 

l’autofluorescence des bandes de Caspary endodermales et exodermales d’une racine 

séminale issue de culture aéroponique. Les mêmes observations sont réalisées sur les racines 

d’ordre secondaire (Figure 3-19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-17. Coupes transversales de racine séminale issue d’une culture aéroponique et 

d’une longueur totale de 50 cm ; coupes réalisées à 5 cm (A), 20 cm (B) et 30 cm (C) de 

l’apex racinaire. Observation de l’endoderme à l’objectif 100 à immersion en lumière 

blanche. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-18. Coupes transversales de racine séminale issue d’une culture aéroponique, et 

d’une longueur totale de 55 cm ; coupes réalisées à 5 cm (A) et 50 cm (B) de l’apex. 

Observation de l’exoderme à l’objectif 100 à immersion en lumière blanche. 

A B 

A B C 
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Figure 3-19. Coupe transversale de racine secondaire issue d’une culture aéroponique. 

Observation à l’objectif 100 à immersion en lumière blanche. Les cellules de 

l’hypoderme sont signalées par des astérisques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-20. Coupes transversales de racines séminales cultivées en sol (A) et en 

hydroponie (B), d’une longueur totale de 30 cm et de 40 cm respectivement. Les coupes 

sont réalisées à des distances respectives de 10 cm et 30 cm. Les bandes de Caspary 

fluorescent sous la lumière UV et sont signalées par les flèches. 

 

 

En coupe transversale, la coloration des bandes de Caspary (par la berbérine hémisulphate) se 

caractérise par une fluorescence des parois radiales au niveau de l’endoderme et de 

l’exoderme (Figure 3-20). Quant aux lamelles de subérine, elles forment un anneau de 

fluorescence autour des cellules endodermales et/ou exodermales après coloration au jaune 

Fluorol (Figure 3-21). 
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Figure 3-21. Coupes transversales de racines séminales cultivées en sol (à gauche) et en 

aéroponie (à droite), d’une longueur totale de 30 cm et 40 cm respectivement. Les coupes 

sont réalisées à des distances respectives de 10 cm et 25 cm de l’apex. Les lamelles de 

subérine fluorescent sous les UV et sont signalées par des flèches. 

 

Les racines cultivées en sol et en aéroponie présentent un endoderme et un exoderme matures 

sur plus de 90 % de la longueur racinaire. Dans les racines cultivées en hydroponie, 50 à 100 

% de la longueur de la racine séminale ne présentent même pas de bandes de Caspary, dans 

l’endoderme comme dans l’exoderme (Figure 3-20). 

III. Discussion 

III.1. Poils absorbants et prélèvement racinaire de Cd 

De nombreux chercheurs ont remarqué que la culture en aéroponie assure aux plantes une 

meilleure croissance et un meilleur développement des poils absorbants. Aujourd’hui, on 

pense que la spécialisation des cellules épidermiques en poils absorbants est une réaction à la 

pression partielle en O2 dans l’environnement (Zobel et al., 1976 dans (Kratsch et al., 2006) 

ou encore à la privation d’eau (Durbin, 1971, dans (da Silva et al., 2003). En effet, les racines 

aéroponiques sont suspendues dans de l’air humide tandis que les racines en hydroponie sont 

totalement immergées dans la solution aqueuse. L’absence ou quasi-absence de poils 

absorbants en hydroponie a été étudiée sur des plantules de sorgho (Yang et al., 2004). 

D’après cette étude, c’est le mouvement de l’eau qui inhiberait le développement des poils 
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absorbants en réduisant la concentration locale d’éthylène à la surface racinaire. Etant donné 

que le Cd s’adsorberait aux poils absorbants des racines(Nedelkoska et Doran, 2000; Bovet et 

al., 2006), il serait logique de supposer que les racines issues de l’aéroponie et du sol épuisent 

la solution cadmiée plus efficacement que celles issues de l’hydroponie. Pourtant, nos 

expérimentations vont dans un sens opposé, avec une absorption plus efficace du métal par les 

racines issues de l’hydroponie. Par conséquent, si les poils adsorbants sont effectivement un 

haut lieu d’adsorption du métal, celle-ci est très largement compensée par d’autres voies 

d’adsorption ou d’absorption dans les racines cultivées en hydroponie.  

III.2. L’architecture, les apex racinaires et l’absorption de Cd 

La vitesse d’absorption des cations par les cellules racinaires est influencée par la distance qui 

sépare ces cellules de l’apex racinaire. En effet, les cations seraient préférentiellement 

absorbés dans les zones jeunes des racines, présentant des barrières apoplasmiques immatures. 

C’est ce qui a été montré avec le Ca et les racines de marronier (Harrison-Murray et Clarkson, 

1973), mais aussi avec le Cd et les racines de blé et de Noccaea caerulescens (Pineros et al., 

1998; Boominathan et Doran, 2003). En outre, il a également été montré que la présence de 

patchs de métaux dans le sol provoque une ramification considérable des racines de Noccaea 

caerulescens, suggérant que les apex sont précisément le siège de l’absorption racinaire des 

métaux. Toutes ces études suggèrent que la proportion de surface racinaire dépourvue de 

bandes de Caspary par rapport à la surface racinaire totale est un facteur influençant la vitesse 

d’absorption du métal. Or notre analyse architecturale montre clairement que les racines 

cultivées en hydroponie ne sont pas plus ramifiées que celles cultivées en aéroponie ou en sol. 

Par conséquent, la plus grande surface accessible des racines hydroponiques n’est pas due à 

une plus grande densité d’apex. D’où l’hypothèse d’une maturation plus tardive des barrières 

apoplasmiques, c’est-à-dire plus éloignée de l’extrémité racinaire. C’est ce qui nous a été 

confirmé par nos observations anatomiques : les proportions de racines séminales dépourvues 

de bandes de Caspary ou de lamelles de subérine sont nettement plus importantes en 

hydroponie qu’en aéroponie et en sol. 

III.3. Fractionnement du Cd et structure anatomique des racines 

En ce qui concerne les racines cultivées en sol, la fraction apoplasmique particulièrement 

élevée est certainement due aux fines particules de sol fortement accrochées aux poils 

absorbants et que nous n’avons pas réussi à éliminer des racines. Cette fraction serait entrée 
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en compétition avec l’adsorption du métal sur les parois des cellules racinaires, d’où la très 

faible fraction de Cd apoplasmique non désorbé (seulement 5 %, comparé à 40 et 37 % pour 

les racines cultivées en hydroponie et en aéroponie respectivement). 

 

Toutes nos cinétiques d’épuisement mettent en évidence la plus grande vitesse d’absorption 

des racines hydroponiques par rapport aux racines aéroponiques. D’ailleurs, les quantités de 

Cd accumulées au moment du fractionnement sont significativement plus importantes dans les 

racines issues de l’hydroponie que dans celles issues de l’aéroponie, tant au niveau 

apoplasmique qu’au niveau symplasmique. Certes, ce résultat n’est pas vérifié lors du 

fractionnement suivant la première cinétique, mais cela s’explique par l’épuisement prématuré 

de la solution par les racines hydroponiques, entraînant une diminution de leur prélèvement de 

Cd tandis que les racines aéroponiques continuent de prélever de fortes quantités de métal. 

L’épuisement plus rapide du Cd par les racines issues de l’hydroponie que par celles issues de 

l’aéroponie concorde avec de nombreux travaux montrant que la conductivité hydraulique et 

osmotique des racines de maïs cultivées en aéroponie est réduite de 50 à 75 % par rapport aux 

racines cultivées en hydroponie.(Zimmermann et Steudle, 1998; Freundl et al., 2000; 

Zimmermann et al., 2000; Hose et al., 2001). D’autre part, l’absorption de sorbitol par des 

segments racinaires de maïs excisés (les 100 mm apicaux) provenant de l’aéroponie est quatre 

fois plus lente que chez des racines cultivées en hydroponie (Hose, 2000). D’après ces 

auteurs, cette différence de prélèvement est due à un volume (ou une surface) apoplasmique 

accessible plus faible en aéroponie qu’en hydroponie. Ce volume correspond à l’espace 

auquel le métal de la solution peut accéder librement, sans que sa diffusion passive ne 

rencontre d’obstacle majeur. Selon la littérature, ce volume apoplasmique accessible est 

sensiblement réduit par la maturation de l’hypoderme en exoderme en aéroponie mais pas en 

hydroponie. En effet, en présence d’un exoderme mature, la surface apoplasmique disponible 

pour le prélèvement de Cd est considérablement réduite, puisqu’elle est alors restreinte à 

l’épiderme (Kamula et al., 1994) : lorsque l’exoderme est subérifié, le flux apoplasmique de 

l’épiderme vers le cortex est ralenti par les propriétés hydrophobes de la subérine comme 

c’est le cas dans l’endoderme. Il a d’ailleurs été démontré, par autoradiographie, que 

l’exoderme bloque la voie apoplasmique du Rb
+
 (Gierth et al., 1999). Enfin, la composition 

qualitative de la subérine ne variant pas d’un type de culture à l’autre, nos résultats suggèrent 

bien que la réduction de l’absorption du Cd n’est pas due à une subérine plus imperméable, 

mais à une proportion plus élevée de surface racinaire mature.  

 



PARTIE 3 Chapitre 3   Structure racinaire et prélèvement du Cd 

 120 

Quelle que soit la culture adoptée, la fraction apoplasmique représente une part importante du 

Cd accumulé par les racines, puisqu’elle avoisine les 50 % du Cd total prélevé. C’est un 

résultat qui confirme ceux du chapitre 1 de la Partie 2, malgré la durée du prélèvement et 

l’épuisement de la solution au cours des cinétiques de prélèvement (nous avons démontré en 

partie 2 que la fraction apoplasmique diminue à mesure que la concentration en solution 

diminue). Nos travaux ne contredisent donc pas la littérature qui fait état du transport 

préférentiel du Cd dans la voie apoplasmique plutôt que dans la voie symplasmique (Seregin 

et Kozhevnikova, 2008). En effet, la capacité des parois à adsorber le Cd protège les racines 

de ses effets délétères en réduisant son entrée dans le cytosol (voir citations dans Cocozza et 

al., 2008). 

 

Nous venons de voir que la maturation des cellules exodermales freine sensiblement l’entrée 

du Cd dans l’espace apoplasmique, en réduisant le volume apoplasmique accessible et par là 

même la surface membranaire accessible et donc l’accumulation du métal dans les deux 

compartiments racinaires. De plus, la présence de cet exoderme mature influence également la 

distribution du Cd dans ces deux compartiments, puisque la part de Cd symplasmique dans les 

racines hydroponiques (58 %) est supérieure (p<0,05) à celle des racines cultivées en 

aéroponie (54 %). Cependant, bien que statistiquement très significative, cette différence ne 

dépasse pas les 10 %, et confirme que les prélèvements symplasmique et apoplasmique sont 

bel et bien liés : la surface membranaire accessible est d’autant plus faible que le volume 

apoplasmique accessible est réduit.  

III.4. Paramètres cinétiques et choix du mode de culture du matériel végétal  

Aucune différence n’est détectée sur le plan architectural entre les racines cultivées en 

hydroponie, en sol ou bien en aéroponie. Sur le plan anatomique, les racines extraites du sol 

se rapprochent plus des celles issues de l’aéroponie que de celles issues de l’hydroponie. 

C’était d’ailleurs supposé par un certain nombre de chercheurs, puisqu’à la différence du 

milieu hydroponique, le sol contient de nombreux espaces d’air très humide (Schreiber et al., 

1999). Parallèlement, la maturation tardive de l’exoderme en hydroponie surestime 

sensiblement le prélèvement de Cd par des racines cultivées en aéroponie. En effet, au bout 

d’une heure de prélèvement (durée d’absorption des chapitres 1 et 2 de la Partie 2), les racines 

issues de l’hydroponie absorbent 2 à 3 fois plus de Cd par unité de masse racinaire, que les 

racines issues de l’aéroponie. D’après ces résultats, les paramètres cinétiques mesurés à partir 
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de racines cultivées en hydroponie risquent de surestimer significativement les propriétés de 

prélèvement des racines cultivées en sol, notamment avec un Imax doublé voire triplé. 

III.5. Y a-t-il des conséquences sur la translocation vers les parties aériennes ? 

Toutes les cellules de l’endoderme développent des bandes de Caspary de façon synchrone, 

immédiatement après l’élongation cellulaire, et simultanément à la maturation du 

protoxylème, voire un peu avant (Esau, 1965 ; Peterson and Lefcourt, 1990, dans White, 

2001. Ainsi, une étude autoradiographique a montré que le prélèvement (et la translocation) 

du fer par les racines de blé est nul dans les 35 mm les plus proches de l’apex, bien que ce soit 

précisément l’apex qui contienne les plus fortes concentrations en fer (Weavind et Hodgson, 

1971). De même, ce n’est qu’à 20 mm de l’apex que le Ca
2+

 est transporté dans la stèle des 

racines d’orge (Robards et al., 1973), et aucun mouvement de Ca
2+

 n’a été détecté à travers le 

parenchyme des racines d’onion à moins de 15 mm de l’apex, distance correspondant 

précisément à l’apparition d’un endoderme mature et d’un proto-métaxylème fonctionnel 

(Robards et al., 1973; Cholewa et Peterson, 2004). Dans la zone apicale dépourvue de bandes 

de Caspary, l’apoplasme tiendrait son imperméabilité de la largeur des canaux 

intermicrofibrillaires, encore trop étroits pour assurer le mouvement des cations (Enstone et 

Peterson, 1992). L’accumulation apparente du cation dans les apex est souvent interprétée 

comme une absorption préférentielle au niveau de l’apex (Harris et Taylor, 2004), alors qu’il 

ne s’agirait que d’une simple accumulation sans mouvement possible vers la stèle. D’ailleurs, 

ce sont précisément les cellules apicales qui présentent la plus forte CECR (Mane et al., 1970) 

en raison de leur jeunesse, ce qui explique fort bien l’accumulation du Cd dans les apex. 

D’après l’ensemble de ces arguments, un transfert totalement apoplasmique de la solution du 

sol vers les vaisseaux matures de la stèle est fort peu probable. En effet, les bandes de 

Caspary, composées de lignine et de subérine, sont attachées aux membranes plasmiques et 

redirigent ainsi les cations vers un transport symplasmique (Hose et al., 2001). Pourtant, il a 

été observé par analyse EDX que le Na
+
 de la solution parvenait rapidement aux vaisseaux 

matures et vivants du xylème, avant même d’avoir été détecté dans les vacuoles du cortex 

(Frensch et al., 1992). D’autre part, Ranathunge et al. (2005) ont montré que les barrières 

apoplasmiques ne sont pas entièrement imperméables aux cations. S’il existe une voie 

apoplasmique pure de la solution externe vers des vaisseaux fonctionnels de la stèle, elle est 

certainement freinée par le caractère hydrophobe des bandes de Caspary, et sûrement réduite à 

néant en présence des lamelles de subérine.  
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D’après la littérature citée ci-dessus, la quasi-totalité du métal transloqué passerait 

nécessairement par la voie symplasmique avant d’atteindre les cellules lignifiées et subérifiées 

de l’endoderme. En l’absence de barrière exodermique mature, le métal pourrait parcourir une 

voie apoplasmique plus ou moins longue et intégrer la voie symplasmique au niveau de 

n’importe quelle couche cellulaire du cortex avant de traverser l’endoderme. Dans ce cas, 

c’est l’ensemble des parois du tissu cortical qui joue un rôle d’accumulation du métal. En 

revanche, en présence d’un exoderme mature, le métal aurait plutôt tendance à s’accumuler 

dans les cellules épidermiques et exodermiques, et à entrer très tôt dans la voie symplasmique, 

au sein des cellules de l’épiderme ou de l’exoderme encore dépourvu de lamelles de subérine.  

 

Dans les racines cultivées en hydroponie, où les bandes de Caspary se forment à des distances 

relativement éloignées de l’apex, le métal diffuse librement dans l’apoplasme, y compris dans 

les parois primaires de l’endoderme encore dépourvues de lignine et de subérine. Cependant, 

d’après ce que la littérature rapporte, le Cd prélevé dans cette zone (zone d’élongation) ne 

pourra pas être transloqué vers les parties aériennes faute de xylème fonctionnel ; il restera 

donc accumulé dans l’apex.  

Je ne comprends pas bien où va la discussion dans le III-5 en quoi elle explique tes résultats 

ou est en contradiction avec eux. Il me semble nécessaire de clarifier, de résumé à la fin… 

IV. Conclusion 

Les paramètres cinétiques mesurés sur des racines cultivées en hydroponie risquent de 

surestimer les capacités de prélèvement des racines cultivées en sol en raison de la maturation 

tardive des barrières apoplasmiques. Il faudrait les mesurer sur des racines cultivées en 

aéroponie et les comparer avec ceux du chapitre 2 de la Partie 2.  

 

L’aéroponie pourrait remplacer l’hydroponie pour l’étude des caractéristiques d’absorption 

des éléments par les plantes : plus proche des conditions de sol, elle permet d’obtenir des 

racines plus représentatives de la culture en sol. 

 

Il serait intéressant de réaliser des cultures à concentration constante en Cd, en hydroponie et 

en aéroponie, pour étudier non plus le rôle des barrières apoplasmiques dans l’absorption 

racinaire, mais leur rôle dans le transport du métal vers les vaisseaux de la stèle pour sa 

translocation vers les parties aériennes. 
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Conclusion générale 

 

Rappelons nos hypothèses et objectifs de départ.  

Concernant les deux plantes, nous soupçonnions une description erronée de la fonction 

d’absorption. Or pour parvenir à une meilleure simulation du prélèvement du Cd, il est 

indispensable de déterminer de façon rigoureuse les paramètres cinétiques de la fonction 

d’absorption, car la valeur du prélèvement simulé en dépend fortement (Perriguey, 2006). 

C’est pourquoi nous avons décrit les cinétiques d’influx net racinaire de Cd chez le maïs et le 

tabouret calaminaire, en distinguant l’absorption symplasmique de la sorption apoplasmique 

après 60 minutes d’exposition au métal à concentration constante. Le fractionnement a été 

réalisé par deux méthodes de séparation des compartiments apoplasmique et symplasmique, la 

première avec un mélange de méthanol-chloroforme dissolvant les membranes plasmiques, et 

la deuxième détruisant les cellules par une immersion des racines dans de l’azote liquide. 

D’une part, nous avons confirmé un résultat de la littérature, à savoir la pertinence de la 

fonction michaëlienne pour décrire mathématiquement l’isotherme d’influx symplasmique. 

D’autre part, nous avons également mis en évidence, dans la même isotherme d’absorption 

symplasmique, une seconde composante, linéaire non négligeable face pour les concentrations 

externes supérieures à 1 µM. Ces deux fonctions prouvent pour la première fois dans le cas du 

Cd, l’implication de deux systèmes de transport différents, le premier étant caractérisé par une 

forte affinité pour le Cd (HATS), et le deuxième par une faible affinité pour le métal (LATS). 

Le transport à forte affinité correspond à un passage membranaire du Cd à travers des 

transporteurs tandis que le transport à faible affinité pourrait faire intervenir des transporteurs 

à moindre affinité pour le Cd ainsi que des canaux à cations. L’étude sur les compétitions 

ioniques a en outre confirmé cette interprétation puisque le HATS s’avère peu sensible aux 

cations divalents susceptibles d’inhiber le prélèvement du Cd, alors que le LATS est 

significativement affecté par la présence de cas ions en solution. En effet, le prélèvement 

racinaire du Cd n’est pas réduit aux basses concentrations où prédomine le HATS, alors qu’il 

l’est en présence de certains cations divalents (notamment le Pb…) dans la gamme de 

concentrations où prédomine le LATS. 

Le prélèvement simulé par le modèle RUSE à partir des paramètres cinétiques de l’absorption 

membranaire (influx maximum Imax, affinité Km du HATS et pente a du LATS) surestime d’un 
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facteur 2 le prélèvement mesuré chez le maïs, tandis qu’il sous-estime d’un facteur 3 le 

prélèvement mesuré chez le tabouret calaminaire.  

La fraction racinaire apoplasmique de Cd a pu être quantifiée à l’issue des 60 minutes 

d’exposition. Nous avons essayé d’estimer la quantité totale de Cd dans le pool apoplasmique 

à l’issue de la culture ; elle ne représente pas une part importante du total de Cd prélevé. 

Pourtant, le rôle des parois racinaires dans le prélèvement racinaire est primordial car il s’agit 

du milieu environnant le plus proche des membranes plasmiques. C’est pourquoi il serait plus 

juste de formaliser différemment la composante apoplasmique. Les parois cellulaires des 

racines ne devraient pas être seulement considérées comme un compartiment d’accumulation 

du métal, mais avant tout comme un compartiment dont la CEC contrôle au moins en partie la 

concentration du métal au voisinage des membranes plasmiques. Il faudrait dans un premier 

temps connaître les concentrations dans l’apoplasme à l’équilibre en fonction des 

concentrations externes, et pouvoir estimer les concentrations de Cd que détectent les 

protéines de transport membranaire. Les parois accumuleraient le Cd jusqu’à ce que 

l’équilibre physico-chimique s’installe entre la solution du sol et le matériel apoplasmique. 

Cet équilibre, ainsi que les éventuelles molécules exsudées par les racines, entraîneraient, 

dans le voisinage des membranes racinaires, une concentration de Cd plus ou moins élevée 

que celle dans la solution du sol, selon la plante considérée. 

L’affinité de la surface racinaire et des membranes plasmiques pour le Cd s’avère similaire 

pour les trois plantes, suggérant que la nature des sites d’adsorption et des protéines de 

transport membranaire sont les mêmes chez tous les végétaux supérieurs, et que 

l’hyperaccumulation résulterait davantage d’une plus forte densité de ces sites et de ces 

protéines de transport membranaires. Aussi, l’influx maximal reste dans le même ordre de 

grandeur chez les trois plantes, suggérant que l’hyperaccumulation est certainement très liée à 

la translocation, comme le confirme des résultats d’exposition chronique. 

 

Les nouveaux paramètres cinétiques obtenus au cours de cette thèse n’ont pas 

significativement amélioré le modèle. Concernant le maïs en particulier, qui présente un 

exoderme, nous suspections un biais significatif de la culture hydroponique sur les paramètres 

cinétiques d’absorption racinaire. Nous avons vérifié en effet qu’en comparaison avec des 

racines cultivées en sol ou en aéroponie, l’hydroponie retarde la formation des barrières 

apoplasmiques, entraînant notamment une plus forte proportion racinaire dépourvue 

d’exoderme mature. Il en résulte en hydroponie une surestimation de la surface apoplasmique 

et membranaire accessible pour le métal, et par conséquent une surestimation des paramètres 
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des cinétiques d’absorption symplasmique et apoplasmique. Nous avons donc conclu qu’il est 

plus judicieux de travailler sur des plantes cultivées en aéroponie, de manière à obtenir des 

plantes cultivables plus longtemps hors-sol, et dont les caractéristiques structurales sont plus 

proches de celles que l’on trouve en sol. Le tabouret calaminaire n’est pas concerné par cette 

question puisqu’il ne présente pas d’exoderme. Cependant, les cultures de tabouret 

calaminaire en aéroponie ont été un succès comme c’était le cas pour le maïs, avec une 

croissance plus rapide et plus saine grâce non seulement à l’excellente oxygénation de leurs 

systèmes racinaires, mais également à l’absence de stress mécanique dû au bullage de la 

solution en hydroponie.  

 

D’autre part, les paramètres cinétiques étant mesurés sur des plantes n’ayant pas connu de Cd 

au cours de la culture, nous avons cherché à savoir si des mécanismes de régulation pouvaient 

amener à réduire ou au contraire à stimuler l’adsorption du métal sur les parois et son 

absorption à travers les membranes. Nos résultats suggèrent l’existence d’un seuil de teneur 

interne en Cd, au-delà duquel ont lieu des mécanismes de régulation du prélèvement racinaire 

du Cd. Ces mécanismes résultent dans une augmentation de l’adsorption apoplasmique et une 

diminution de l’entrée du métal dans le milieu intracellulaire. 

Cependant, nous avons montré que cette régulation est négligeable pour des sols modérément 

contaminés.  

 

 

Il est indispensable de s’intéresser aux concentrations de Cd non plus dans la solution du sol, 

mais précisément dans le voisinage très proche des racines ; en effet, les processus 

rhizosphériques créent certainement des conditions d’exposition du Cd aux membranes qui 

nous sont encore inconnues. 

Aussi, les mécanismes de régulation du prélèvement racinaire de Cd par le Cd endogène 

méritent plus d’attention. Des cultures sur un long terme sont nécessaires pour comprendre 

l’évolution du prélèvement de métal en fonction du statut interne de la plante en Cd. A cette 

occasion, il faudrait commencer à travailler à l’échelle de la plante entière, pour essayer de 

décrire, de formaliser la translocation du métal des racines vers les feuilles en fonction de 

facteurs liés à la plante, au sol et au climat. 
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Annexe  

Cette annexe correspond à la validation de la deuxième méthode de fractionnement du Cd 

racinaire (Partie 2 chapitre 2). 

 

Etant donné que nous faisons durer la désorption plusieurs heures avant de détruire les 

cellules, un efflux de Cd symplasmique vers la solution de désorption, de même qu’une 

réabsorption membranaire du Cd radioactif désorbé des parois, sont envisageables. Les deux 

expérimentations présentées ci-dessous nous permettent de traiter ces deux hypothèses. 

1) Y a-t-il efflux membranaire pendant la désorption, malgré la concentration 

de la solution de désorption en Ca et en Cd ? 

L’expérimentation porte sur six plantes. Trois d’entre elles sont immergées pendant 2 minutes 

dans l’azote liquide, puis décongelées et agitées dans plusieurs bains d’eau distillée. En 

revanche, les trois autres sont laissées intactes. Les deux lots de systèmes racinaires sont 

ensuite exposés au Cd pendant une heure, dans les mêmes conditions expérimentales que 

celles décrites dans le chapitre 1 de la Partie 2. Les systèmes racinaires sont ensuite transférés 

dans une dizaine de bains désorbants successifs. Les cinétiques de désorption sont comparées 

entre les deux lots de plantes, via des prélèvements de 20 ml dans chaque bain de désorption. 

Les deux lots de racines présentent des cinétiques de désorption d’allures identiques (Figure 

1), fort bien ajustées par le modèle du pseudo-second ordre. qe, qui représente la quantité de 

métal désorbée à l’équilibre pour une efficacité de désorption de 100 % (Singh et al., 2008), 

nous donne une estimation du Cd échangeable. Il est quatre fois plus élevé chez les racines 

détruites (Tableau A-1), certainement en raison de leur plus grande surface d’adsorption par 

unité de masse racinaire. Néanmoins, il s’avère que 85 % de ce Cd désorbable est libéré en 30 

minutes de désorption, et ce indépendamment du traitement de congélation/décongélation des 

racines. Cette similitude de comportement des racines avec et sans symplasme vis-à-vis de la 

désorption du Cd, prouve que les racines intactes ne libèrent que du métal apoplasmique au 

cours de la désorption, et qu’il n’y a pas d’efflux membranaire significatif. Quant à la 

différence de constante de vitesse de désorption (k2), trois fois plus élevée dans le cas des 

racines intactes (Tableau A-1), elle est probablement due à la moindre quantité de métal 

adsorbée (quatre fois moins). En effet, la surface apoplasmique exposée au Cd par unité de 

masse racinaire est très certainement bien plus élevée après destruction des cellules par 

l’azote liquide.  
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Figure A-1. Quantité de Cd désorbée des racines de Zm, après une heure d’absorption 

dans une solution contenant 50 µmol L
-1 

CdCl2. 

 

 

 

Tableau A-1. Paramètres cinétiques du modèle du pseudo-second ordre, ajusté sur les 

courbes de désorption de la Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) Y a-t-il réabsorption du Cd radioactif désorbé des parois, malgré la 
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l’ensemble du protocole de fractionnement (partie 2 chapitre 2), et le Cd de chacun de ces 

bains de désorption est dosé via des aliquotes de 20 ml. 

 

La température des bains désorbants, maintenue entre 0 et 2°C, réduit très sensiblement les 

interactions avec les groupes réactifs de l’apoplasme, et empêche le fonctionnement des 

enzymes, dont les transporteurs membranaires font partie. Mais elle ne stoppe pas totalement 

l’absorption ; ainsi par exemple, les canaux calciques continueraient de fonctionner même à 

1°C. Or le Cd est précisément susceptible d’emprunter cette voie membranaire. 

Dans cette expérimentation, le 
109

Cd introduit dans les premiers bains désorbants précédant le 

protocole de fractionnement, permet de simuler la présence de 
109

Cd désorbé des parois après 

une absorption en solution marquée. D’après le fractionnement réalisé, sur la totalité du Cd 

radioactif introduit dans les bains désorbants précédant le protocole de fractionnement, 

seulement 2 % se retrouvent dans le matériel racinaire (parois comprises), et seuls 4 % de ces 

2 % sont détectés dans le milieu intracellulaire. Par conséquent, la réabsorption du Cd 

radioactif échangé lors de la désorption de 3 h est négligeable. Par conséquent, moins de 1‰ 

du 
109

Cd originaire de la solution désorbante ets susceptible d’être absorbé dans le symplasme 

au cours de trios heures de désorption. En outre, cette réabsorption pourrait même être encore 

plus négligeable que cela, puisque la solution désorbante utilisée pour dessiner les isothermes 

de prélèvement contiennent 2 mM de Cd stable et non seulement les 5 mM de Ca comme 

c’est le cas dans cette expérimentation de validation.  

3) Conclusion sur la validité du protocole 

Cette deuxième méthode de fractionnement permet de distinguer et de quantifier précisément 

prélèvements de Cd par les deux compartiments racinaires. En effet, les deux 

expérimentations tests permettent de valider le protocole : d’une part, le fractionnement n’est 

pas significativement biaisé par un éventuel efflux symplasmique (Figure A-2 2) au cours de 

la désorption apoplasmique, et d’autre part, le 
109

Cd désorbé des parois racinaires ne peut pas 

être prélevé à nouveau et traverser les membranes plasmiques durant la cinétique de 

désorption (Figure A-2 2).  
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Figure A-2. Cd restant dans les racines pendant le processus de fractionnement, après 

une heure d’absorption dans une solution non marquée puis 3 h de désorption à 2°C 

dans une solution également marquée. 
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Etude de l’absorption racinaire du Cd afin d’améliorer  

la modélisation de son transfert vers les plantes 

 
 

Cette thèse s’applique à améliorer la compréhension de l’absorption du cadmium (Cd) par le maïs et le 

tabouret calaminaire, dans l’objectif de mieux modéliser son transfert vers les plantes comestibles ou 
hyperaccumulatrices. Le modèle utilisé étant sensible aux caractéristiques d’absorption racinaire, le 

premier objectif était de développer une méthode rigoureuse de mesure de ces paramètres. Deux 

protocoles ont été mis au point pour décrire précisément, en fonction de la concentration de Cd en 

solution, l’influx net de Cd dans les deux compartiments racinaires (parois et milieu intracellulaire). 
Les résultats ont mis en évidence, pour la première fois, l’existence d’un système de transport à faible 

affinité (LATS) qui agit en même temps que le système de transport à forte affinité pour le Cd 

(HATS). Les paramètres cinétiques mesurés à travers ces travaux n’ont cependant pas amélioré 
significativement le modèle : le prélèvement de Cd par le maïs est surestimé de 100%, et son 

prélèvement par le tabouret calaminaire est sous-estimé de 66% le prélèvement du métal par le 

tabouret calaminaire. Plusieurs facteurs ont alors été étudiés pour comprendre les raisons de ce 
décalage. Nous avons montré que les conditions dans lesquelles ont été mesurés les paramètres 

cinétiques présentaient des caractéristiques capables de modifier radicalement leurs valeurs : la 

composition ionique de la solution d’exposition au Cd, la concentration de Cd durant la croissance, et 

la structure racinaire engendrée par la culture en hydroponie. Cette thèse suggère de cultiver les 
plantes en aéroponie, et de mesurer les paramètres cinétiques dans une composition ionique 

représentative du voisinage des parois et des membranes racinaires en sol, composition qu’il reste 

encore à déterminer. 
 

Mots clés : absorption racinaire ; adsorption racinaire ; cadmium ; systèmes de transport 

membranaire ; interactions ioniques ; régulation ; structure racinaire 

 
 

 

 

Study of cadmium root absorption to improve modelling  

of cadmium transfer from soil to plant 

 
 

This thesis aimed to improve the comprehension of cadmium (Cd) absorption by maize and alpine 

pennycress plants in order to model better its transfer into edible and hyperaccumulating plants. Since 

the model used is sensitive to the characteristics of root absorption, the first objective was to develop a 
rigorous method for measuring those parameters. Two protocols were finalized to describe precisely 

Cd net influx in both root compartments (apoplast and symplast) according to Cd concentration in 

solution. The results highlighted, for the first time, the existence of a low-affinity transport system 
(LATS) that works at the same time with the high-affinity transport system (HATS). However, the 

kinetics parameters measured through these experimentations did not succeed in improving 

significantly the model: Cd uptake by maize is overestimated by 100%, and Cd uptake by alpine 
pennycress is under-estimated by 66%. Several factors were investigated in order to understand the 

reasons of this difference. We showed that the experimental conditions used to measure the kinetics 

parameters present characteristics that are able to modify their values significantly: the ionic 

composition of the solution of exposition to Cd, Cd concentration during growth, and the root 
structure that forms in hydroponics. This thesis suggests to choose aeroponics as controlled culture 

condition, and to measure the kinetics parameters in an ionic composition that is representative of the 

close vicinity of the root cell walls and membranes in soil. This composition remains to be 
investigated. 

 

Key words: root absorption; root adsorption; cadmium; membrane transport systems; ionic 

interactions regulation; root structure 
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