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Résumé

La pollution par les métaux provenant des activités humaines a des conséquences importantes sur
les écosystemes et la santé humaine. En effet, ces éléments, non biodégradables par nature, sont
hautement toxiques écologiquement et peuvent étre impliqués dans de nombreuses pathologies.

L’Atriplex halimus est bien adapté a des conditions environnementales extrémes et présentes des
propriétés accumulatrices de métaux lourds. Dans ce contexte, nous avons évaluer la réponse anti
oxydative d'Atriplex halimus vis-a-vis I'exposition aux métaux lourds, cette espéce est cultivée sous
une serre contrdlée, arrosée avec ’eau distillée et la solution nutritive de Hogland, puis traitées
pendant 21 jour avec une solution métallique a base de plomb, zinc a des concentrations croissantes(0,
2000, 4000, 6000 et 8000 ppm)et de cadmium (0, 500, 1000, 1500 et 2000 ppm).

L’étude du comportement biochimique consiste a analyser le parameétre d’activité enzymatique de
catalase(Cat) et de polyphénol oxydase (PPO) sur les feuilles d’Atriplex halimus.

Dans ce travail, nous avons observé qu’il n y a aucun effet significatif sur ’activité enzymatique
foliaire du catalase a des concentrations croissantes de plomb, zinc et de cadmium. Par contre, il ya
une diminution significative ’activité PPO des feuilles de 1’Atriplex halimus stressée au plomb et au
cadmium.

La résistance de I’Atriplex halimus au zinc est important par rapport le plomb et le cadmium.

Mots clés. Atriplex halimus, métaux lourd, facteur biochimique, activité enzymatique, réponse anti

oxydative.




Abstract

Metal pollution from human activities has significant consequences on ecosystems and
human health. Indeed, these elements, non-biodegradable by nature, are highly toxic
ecologically and can be involved in much pathology.

Atriplex halimus is well adapted to extreme environmental conditions and exhibits heavy
metal accumulating properties. In this context, we have evaluated the antioxidant response of
Atriplex halimus vis-a-vis exposure to heavy metals, this species is grown in a controlled
greenhouse, watered with distilled water and Hogland's nutrient solution, then treated for 21
days with a metallic solution based on lead, zinc at increasing concentrations (0, 2000, 4000,
6000 and 8000 ppm) and cadmium (0, 500, 1000, 1500 and 2000 ppm).

The study of the biochemical behavior consists in analyzing the enzymatic activity
parameter of catalase (Cat) and polyphénol oxidase (PPO) on the leaves of Atriplex halimus.

In this work, we observed that there is no significant effect on the foliar enzymatic
activity of catalase at increasing concentrations of lead, zinc and cadmium. On the other hand,
there is a significant decrease in the PPO activity of the leaves of Atriplex halimus stressed
with lead and cadmium.

The resistance of Atriplex halimus to zinc is significant compared to lead and cadmium.

Key words: Atriplex halimus, heavy metals, biochemical factor, enzyme activity, antioxidant

response.
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INTRODUCTION

L'accumulation des métaux lourds dans les écosystemes a conduit, au fil des années, a la
détérioration de la qualité de I'environnement, au declin des foréts et a la diminution de la
productivité agricole (chappelka et samuelson, 1998; wahid, 2006), de ce fait, la pollution
des écosystemes par les métaux lourds a pris un grand intérét sur le plan environnemental et
scientifiqgue. Les activités humaines constituent la source principale de pollution des
écosystemes par les métaux lourds. Les industries (métallurgiques et minieres par exemple) et
le transport urbain ont été a l'origine de la pollution de la biosphére par les métaux (comme le
cadmium, le plomb et le zinc) a la différence des polluants organiques. Les métaux ne sont
pas biodégradables; ils se transforment d'un état d'oxydation a un autre ou ils forment des
complexes avec les matieres organiques (Wade et al, 1993).L’évaluation des risques liés a la
pollution par les métaux lourds nécessite de disposer d’outils biologiques permettant
d’apprécier I’impact des polluants sur les étres vivants. En effet, si la typologie de la pollution
par les métaux lourds est globalement bien définie par les analyses physico-chimiques, les
questions récurrentes exposées lors des évaluations de risque concernent la biodisponibilité
des polluants du sol, leurs interactions possibles, et les effets potentiels de la pollution non
caractérisée. La toxicité des métaux lourds est intimement liée a leurs propriétés
oxydoreductrices et & la production d’especes réactives de 1’oxygéne (ros), tels que 1’anion
superoxyde ou le radical hydroxyle, qui possédent un électron non apparie. Au niveau
cellulaire, les principales cibles des ros sont I’ADN, les phospholipides membranaires et les
acides aminés (Remon, 2006). L’activité de I'appareil photosynthétique représente également
une cible importante pour les contaminants métalliques parce que l'inhibition des processus
biochimiques et biophysiques de la photosynthése affectent en entier la physiologie des
plantes (Souahi, 2021 ; Souabhi et al ; 2017). Les plantes possedent des systemes de stockage
ou de détoxication qui leurs permettre de diminuer les effets néfastes des métaux lourds.
Selon les espéces, ces systeme sont plus ou moins développes, mais, il semble & 1’heure
actuelle que trois mécanismes sont prépondérants: la modification de la perméabilité
membranaire, qui permet de réduire I’entrée des métaux dans la cellule, le systéme
antioxydant, qui limite les dégats des ROS et la chélation intracellulaire, qui empéche
I’activité de I’ion métallique (Remon, 2006). La compréhension des mécanismes de toxicités
et de tolérance des plantes exposés au stress métallique peut constituer un apport majeur a la
compréhension et le développement des marqueurs biologiques ou bio marqueurs (Souahi et

al., 2021). Selon Weeks (1995), un bio marqueur est une réponse biologique a un produit

1
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chimique (comme les métaux lourds) qui induit un stress et peut donner une estimation de
I’exposition ou une mesure des effets toxiques potentiels. Le bio marqueur peut aussi étre
défini comme tout changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cytologique, physiologique, biologique ou comportemental qui révele
I'exposition présente ou passee d'un organisme a au moins une substance chimique a caractére
polluant (Lagadic et Caquet, 1996). Atriplex halimus L (Amarantacée) est un arbuste
xérohalophyte, trés abondant dans les steppes salines d’Algérie. Elle résiste bien aux
conditions environnementales extrémes des régions arides et semi-arides comme la salinité et
la sécheresse (Bajji et al, 1998b; Le Houerou, 2000). Des études récentes ont rapporté que
cette espéce est présente dans des sols pollués par les métaux lourds, et elle est capable de
tolérer des concentrations élevées de cadmium, de zinc et de cuivre (Lefévre et al, 2009;
Lotmani et Mesnoua, 2011; Lotmani et al, 2011; Mateos-Naranjo et al, 2013; Nedjimi et
Daoud, 2009). Cependant, les mécanismes de toxicité des métaux lourds et les

caractéristiques de tolérance d’A. halimus ne sont pas encore claires.
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1. Définition

L’Atriplex est une plante arbustive, appartenant a la famille des Amarantacée qui
comprend 1400 especes, réparties en une centaine de genres. Le genre comprend environ 417
espéces dans le bassin méditerranéen (Le houerou, 1992). C’est un arbuste xérohalophite
largement distribué dans les régions arides et semi-arides du bassin méditerranéen jusqu’a
I'Arabie Saoudite, a des altitudes inférieures a 900m. Il pousse sur une variété de sols, de
texture fine a grossiere, avec des degres de salinité variables. Il existe deux sous-espéces d’A.
halimus: halimus, diploide (2n = 2x = 18), se trouve dans les régions semi-arides moins
salées, tandis que schweinfurthii est tétraploide (2n = 4x = 36) et occupe les régions arides
salées.

Les especes du genre sont caractérisées par le haut degré de tolérance a I’aridité et a la
salinité; et pour procurer des fourrages riches en protéines et en carotene. Par ailleurs, elles
ont la propriété de produire une abondante biomasse foliaire et de la maintenir active durant

les périodes défavorables de 1I’année.

2. Origine et répartition de I’Atriplex halimus
2.1 L’origine

Cette espece n’est pas bien connu (Belarbi, 2018), certain auteurs présument qu’elle est
native d’Afrique du Nord ou elle est trés abondante (Kinet et al, 1998), d’autre estime qu’elle
est d’origine de 1’ Australie et s’étende aux partie arides et semi arides de monde (Osman et
Ghassali, 1997).

Figure 01 :L'arroche halimus (Lucas HEITZ,2016)



https://www.alsagarden.com/blog/author/lucas/
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2.2. Répartition géographique et de I'habitat

A.halimus pousse naturellement a travers le bassin méditerranéen jusqu’a 1’Asie occidentale
(Al-Turki et al, 2000; Walker et al, 2014).En raison de ses qualités fourrageres, il a été
introduit & Oman, I'lran, I'lrak, le Pakistan, I'Afrique du Sud, Chili, Argentine, Nouvelle-
Zélande et les Etats-Unis. Elle peut pousser dans les zones caractérisées de faible
pluviométrie annuelle (100-400 mm) et forte évapotranspiration potentielle (0,06 a 0,28) (Le
Houerou, 2000).

2.3. Répartition dans le monde

Dans le monde, A.halimus se rencontrent de I'Alaska a la Patagonie, de la Bretagne a la
Sibérie et de la Norvege a I'Afrique du sud (Franclet et Le Houerou, 1971). Se trouve dans
la plupart des régions du monde en la Sibérie, Alaska, la Patagonie, la Norveége et I’ Afrique
du sud (Franolet, 1971). L’espéce A. halimus est spontanée dans les pays du nord de
I’ Afrique et proche d’orient jusqu’a Iran ver le sud. En Europe cette espéce présente dans les
régions méditerranéennes en Bulgarie, et le massif de ’Hoggar (Choukr, 1995) et en Algérie
(Castroviejo et al, 1990).

Tableau 01 : Répartition numérique des espéces dans le monde (Le Houérou, 1992)

Pays ou Nombre Pays ou Nombre
régions d’espéces régions d’espéces
et/ou et/ou
sous sous
especes espece
Etats-Unis 110 Baja Californie 25
(Mexique)
Australie 78 Afrique du Nord 22
B. 50 Texas 20
méditerranéen
Europe 40 Afrique du sud 20
EX. URSS 40 Iran 20
Proche orient 36 Syrie 18
Mexique 35 Palestine/Jordanie 17
Argentine 35 Algérie / Tunisie 17
Californie 32 Bolivie / Pérou 16
Chili 30
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2.4. Répartition en Algérie

Atriplex halimus |

En Algérie, Quezel et Santa (1962) ont dénombré 13 especes natives dont 5 pérennes et 8

annuelles. Le Houérou (1992) a ajouté a cette liste deux espéces naturalisées : A .semibacata

R.Br : Espéce pérenne et A.injlata F. VV Muell : Espéce annuelle.

Elle se présente dans les zonesd’est : Tiaret, Thessa, M’sila, Saida, Djelfa, Boussaidda,

Biskra, Batna, spontané dans les étages bioclimatiques et les régions arides et semi-arides,

elle se rencontre aussi sur le Sahara, particulierement dans la région de Béchar (Castroviejo

et al, 1990).

Tableau 2: Répartition des différentes espéces d’ dans 1’ Algérie (Quezel et Santa, 1962)

Espéces Nom Localisation
A. Bouhanifia (Mascara) (trés rare)
ChenopodioidesBatt.
Annuelles A littoralis L. Environ d'Alger (rare).
(Different generaler_nent A. hastata L. Assez commune dans le Tell
par la forme des feuilles, : )
ettres rare ailleurs.
du port et des valves
s A. patula L Assez commune dans le Tell
fructiferes) N \
ettres rare a Aflou.
A. tatarica L. Annaba et Sétif (tres rare)
A.rosea L. Biskra et sur le littoral d'Algeret

d'Oran (tres rare)

A. dimorphostegia
Kar et
Kir

Sahara septentrional
(assezcommune), Sahara central

(rare).

A. tornabeniTineo.

Sahel d'Alger, Golfe D’Arzew

(tres rare).

Vivaces
)Different généralement
par la forme des feuilles,

la taille de l'arbrisseau,
le port des tiges et
I'aspect du périanthe(

A. portulacoides L.

Assez commune dans le Tel

A. halimus L

Commune dans toutes I'Algérie.

A. mollis Desf

A. coriaceaForsk.

Biskra et Oued-el-Khir (trés
rare).

A. glauca L

Commune en Algérie.
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3. La Systématique

La classification de I'espece halimus L. dans le regne végétal est la suivante (Quezel et Santa,
1963 ; Dupont et Guignard, 2007).

Tableau 3 : La classification de I’A. halimus (Quezel & Santa, 1962; Dupontet Guignard,
2007)

Régne Végétale
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Préastéridées
Ordre Caryophyllades
Sous ordre Amaranthaceées
Famille Cheénopodiaceae
Genre Atriplex
Espece halimus L

4. Description morphologique d’ halimus

L'A. halimus est un arbuste de 50 a 200 cm de haut elle peut atteindre 4m de hauteur, cette
espece a été considérée comme monoique ou dioique (Talami et al, 2001). Les tiges sont
érigées, dressées et ligneuses. Les feuilles sont assez grandes de 2 a 5 cm, en général 2 fois
plus longues que larges, cette espéce est caractérisée par un polymorphisme foliaire important
(YYamina, 2010). Les fleurs sont vertes et petites (Aganga et al, 2003), groupées en panicule
terminale (Maire, 1962). Selon Abbad et al. (2004) il existe une tres grande variabilité
phénotypique située dans des climats différents. Un seul individu peut porter a la fois des
fleurs unisexuées males, unisexuées femelles, et bisexuées. Les graines sont des akénes

rougeatres a noire de 1.5 a 2 mm de diamétre (Maire, 1962).
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4.1. Les feuilles

Les feuilles d’A.halimus sont alternes, pétiolées, plus au moins charnues, couvertes de poils
vésiculeux blanchatres, ovales, assez grandes et font 2 a 5 cm de longueur et 0,5 a 1 cm de

largeur (Maalem., 2002).

Figure 02 : les feuilles d’A. halimus (Lucas HEITZ,2016)

4.2. Les racines

L’A.halimus posséde un systéme racinaire trés développé, qui lui permet d’utiliser les réserves
d’eau du sol, il se caractérise par une grosse racine tout d’abord étalée oblique puis
s’enfongant verticalement jusqu’a une profondeur variable avec le sol et I’age de la plante.
Elle peut atteindre 3 a 5 fois la longueur de la tige. Elle est formée de radicelles blanchétres
(Maire, 1962). La croissance racinaire est souvent un indicateur de la capacité de la plante a
s’adapter a la sécheresse (Johnson et al, 1991).

Figure 03 : Les Racines d’A.halimus (Ahmadou et Makhloof, 2019).



https://www.alsagarden.com/blog/author/lucas/
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4.3. Les graines

Les graines sont rousses, de position verticale, lenticulaire de couleur brune foncée de 2 mm
de diametre environ. Elle est terne et entourée de péricarpe membraneux (Negre., 1961).
L’orientation de la disposition de la graine est importante a examiner pour séparer les genres.
Les graines d’A.halimus présentent une grande habileté a germer sous les conditions
fortement salines, la germination semble étre un stade de forte sensibilité au stress salin (Zid
et al, 1977).

Figure 04 : Les grains d’A.halimus
4.4. Les fleurs

L’inflorescence est monoique, en panicule d’€pis, terminale et nue. Les fleurs monoiques,
jaunatres sont réunies en épis et panicules terminales plus ou moins denses. Les rameaux
floriferes sont défeuillés au niveau des panicules. Les valves fructiferes sont coriaces,
réniformes (Ben Ahmed et al, 1996). Il existerait deux types d'architecture florale de base :
I'une est constituée de fleurs males pentameres et l'autre, de fleurs femelles munies d'un

unique carpelle inséré entre deux bractées opposées (Talamali et al, 2003).
4.5. Les fruits

Le fruit est membraneux, composé par les deux bractéoles indurées ou entieres, lisse ou

tuberculeuses, farineuses pubescentes ou velues, droites ou récurées(Ozenda, 2006).
4.6. Les tiges

Il est tres polymorphe, son port peut étre dressé, érige ou intriqué, les rameaux portent des

grappes allongées portant des grains (Gougue, 2005). Tige érigé dressée ligneuse et trés
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rameuse, les rameux dressés, puis étalés, arrondis ou anguleux, blanchatre, sont souvent plus
ou moins effilés (MAIRE, 1962).

5. Germination d’A.halimus

La germination devient un facteur déterminant pour la réussite de la croissance des plantes
dans les milieux salés. Bien que les halophytes possedent une teneur trés élevée en sel dans
leurs tissus au stade adulte, leurs graines ne sont pas aussi tolérantes au sel au stade
germination (Belkhodja & Bidai, 2004).Les graines de A. halimus germe en I'absence ou en
présence de Na CI dans le milieu additionné de faible concentration (100 meq) et dés que la
concentration en sel augmente, un taux de réduction des graines germées est observé (350
meq de Na CI), suivie de Il'inhibition de la germination des graines exposees a une salinité
élevée (600 meq de Na CI).

L’augmentation de la concentration en chlorure de calcium dans le milieu diminue la vitesse
de germination par rapport au témoin, mais ne semble pas affecter la capacité germinative des
semences (le taux de germination n’est affecté qu’a partir de 10 g/l CaCl2). Les plantules d’A.
halimus cultivées dans un mélange tourbe-sable en présence de CaCl2 se comportent
differemment par rapport au stade de germination, en effet pour une concentration de 8 g/I, il
est observé une stimulation de la croissance des plantules. Il apparait au vu des résultats que
cette espéce, tolére des concentrations salines élevées incompatibles avec la majorité des
especes végétales cultivées. Il peut étre donc utilisée dans la protection des sols contre
I’érosion, la valorisation des sols salés et pour la production fourragére dans les milieux

steppiques (Khan, 2001).

6. Importance de I’A.halimus
6.1. Intéréts écologiques

En effet, ces plantes possedent un systéme racinaire tres développé qui leur permet d’utiliser
les réserves d’eau du sol et de former un réseau dense susceptible d’agréger le sol et de le
rendre résistant a 1’érosion (Dutuit et al, 1991).En plus, ces racines peuvent fixer les couches
supérieures du sol et donc considérer comme un moyen de lutte contre la désertification
(Belkhodja et Bidai., 2004). Ces plantes sont utilisées dans des terres ou la végétation
naturelle est profondément dégradée et la production agricole tres irréguliére, ou dans des
terres chargées en sel pour les dés saliniser (Benrebiha, 1987).
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6.2. Intérét fourrager

L’A.halimus est utilisé fondamentalement comme plante fourragére. Son feuillage persistant,
riche en protéines, est trés apprecié durant la longue période de sécheresse estivale alors que
les especes herbacées ont disparu, cette plante peut produire jusqu’a cinq tonnes/hectare de
matiere seche par an sur des sols dégradés ou salins inutilisables pour d’autres cultures
(Dutuit et al, 1991).C’est une plante bien adaptée a I’aridité, et constitue une source

importante de fourrage pour les ovins (Abu-Zanat., 1995).
6.3. Intérét médical

L’Atriplex est une plante nutritive, riche en protéine (Franclet et Le houerou, 1971), en
vitamines C, A, et D, et sels minéraux (Benrebiha., 1987).Cette plante est aussi utilisée
comme plante médicinale dans la pharmacopée traditionnelle (Dutuit et al, 1991). Elle était
préconisée aux malades présentant les symptomes de diabétiques.

Au Sahara occidental, les cendre de 1’A.halimus, reprise par 1’eau, sont utilisées dans le
traitement de ’acidité gastrique, les graines sont ingérées comme vomitif (Bellakhdar.,
1997). L’ halimus présente un intérét médicinal il est utilisé contre les affections coliques,
anti- diarrhéique, antispasmodique, antiseptique, anti- rhumatismale, dilatation des vaisseaux

et stimulation des centres respiratoires (Chahma A, 2006).

7. Résistance d’A. halimus aux différents stress

A. halimus est une espéce endémique des régions méditerranéennes arides et semi-arides
fortement résistante aux différents stress tels que ; la salinité (Wong et Jager, 1978; Bajji et
al, 1998), la sécheresse (Martinez et al, 2004). Les métaux lourdes (Lutts et al, 2004 ;
Nedjimi et Daoud, 2008 ; Lefevre et al, 2009 ; Manousaki et Kalogerakis, 2009).

7.1. Résistance a la seécheresse

A. halimus sont généralement efficaces dans leur utilisation de I'eau et donc adaptée aux
climats secs, elle possede des racines tres longues qui lui permettent I'absorption de I'eau des

horizons profonds (jusqu'a 5 m) (Le Houérou, 1992).
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7.2. Résistance a la salinité

A. halimus accumule les principaux ions de la salinité dans ses tissus en les stockant dans les
vacuoles (Walker et al, 2014). Elle est particuliérement bien adapté aux régions arides

affectées par la salinité (Bajji et al, 1998).
7.3. Résistance aux métaux lourds

Dans la culture hydroponique ou dans des boites de Pétri (Marquez-Garcia et al, 2013;
Mesnoua et Lotmani, 2015) cette espece est capable de tolérer de fortes concentrations de
Cd, Cu, Mn, Ni, Pb et Zn. Les mécanismes de tolérance au Cd peut se traduit par une
précipitation de ce métal avec de I'oxalate dans la tige (Lutts et al, 2004), ou son excrétion

dans les poils vésiculaires (Lefévre et al, 2009).
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1. Définition des métaux lourds

Le terme « métaux lourds » désigne les éléments métalliques naturels, métaux ou dans
certains cas métalloides (environ 65 éléments), caractérisés par une forte masse volumique

supérieure a 5 g.c

Le terme métaux lourds, « heavy metal », implique aussi une notion de toxicité. Le terme «
éléments traces métalliques » est aussi utilisé pour décrire ces mémes éléments, car ils se
retrouvent souvent en trés faible quantité dans 1’environnement (Baker et Walker,
1990).D’autres définitions existent : métaux dont la masse volumique est supérieure a 6 g.ml
—1 (parfois la définition donne une limite de 4,5 ou 5,0 g.ml —1) ; métal dont le numéro
atomique est supérieur a 20 (Duffus, 2002 ; Polle et Schitzendibel, 2004 ; Kvesitadze et al,
2006 ; Tremel-Schaub et Feix, 2005).

Tableau 04: Classification périodique des éléments métalliques

, TaBLEAU PERIODIQUE DES ELEMENTS
H
; I Vet povres ] Garncbies

B Westoisen W Untante

B Ao

Qe 10 [P 0 e et s omfneiolic

La plupart des métaux considérés comme polluants dans I'environnement sont ceux des
groupes B ou " intermédiaires " qui forment des complexes inorganiques dans les solutions
salines, sont extrémement solubles dans les lipides et traversent alors trés facilement les

membranes cellulaires (Simkiss & Mason, 1983).
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Tableau05: Classification des principaux ETM selon leur affinité pour des ligands oxygénés

(classe A), des ligands azotés ou soufrés (classe B) et pour les deux types de ligands (classe

intermédiaire) (Hopkin, 1989).

Classe A Classe intermédiaire Classe B

Calcium Zinc Cadmium
Magnésium Plomb Cuivre
Manganése Fer Mercure
Potassium Chrome Argent

Sodium Cobalt

Strontium Nickel

Sodium Arsenic

Vanadium

2. Originedes ETM

L’origine des ETM dans les sols peut étre naturelle, provenant de 1’altération de la roche

meére (Muschitz, 2009). Cependant, la majorité des ETM retrouvés dans 1’environnement

est d’origine anthropique.

Selon Afshin et Moore F. (2007), les sources de ces éléments dans les sols incluent

principalement 1’occurrence naturelle dérivée des matériaux d’héritage et des activités

humaines.

fertlisation phosphatée,
pesticides

effluents d élevage

boues, composts
industriels
Cu-Zn-Ni-Cr 8
Cd-Pb-Hg.. ba_u,g
érosion hydrique superficielles
of sediments
Stock inital = fond péochimique
Roche mere

Figure05: Origine des métaux lourds dans le sol (D’aprés Robert et Juste, 1999)
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Inclus dans les réseanx cristalling
des minéraux primaires (minéraux

Sous forme échangeables (cations non altérés, hérités de la roche
ou anions), associés aux surfaces — meére) et des constituants
des minéraux argileux et aux — -— secondaires (minéraux résultant
matiéres organiques Solution du sol : de l'altération pédogénétique)
| solubles, colloidaux
\\ particulaires
P e rdes/ hvdroxvdes
- . Adsorbés sur oxydes/hydroxydes
ax e ag —» NG > G =
Complexés ou inclus dans les | & —— de Fe, AL, Mn

moléeules organiques T l

Séquestrés dans les résidus
végétaux et animaux (ils seront
libérés ensuite, au fur et @ mesure
de la minéralisation de ces
résidus)

Figure 06: Différents formes et localisation des ETM dans les sols (Baize, 1997).
3. Sources
3.1. Sources naturelles

Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils sont libérés lors de
I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique (Bourrelier et Berthelin, 1998).
La concentration naturelle de ces métaux lourds dans les sols varie selon la nature de la roche,

sa localisation et son age.
3.2.Sources anthropique

Releve des activités industrielles et aussi va des solides organiques tels les boues
d’assainissement, le compost, les fertilisant et les pesticides, a provoqué un accroissement
considérable de la teneur en métaux lourds dans I’environnement ou ils peuvent pénétrer dans
le sol par voie aérienne. Sont présent sous des formes chimiques assez réactives et entrainent
de ce fait des risques trés supérieurs aux métaux d’origine naturelle qui sont le plus souvent
immobilisés sous des formes relativement inertes. Les sources anthropogenes sont les

suivantes :
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v

D N N NN

Activités pétrochimiques.

Utilisation de combustibles fossiles (centrales électriques au charbon, chaudieres

industrielles, fours a ciment).

Transport (véhicules et moteurs routiers et non routiers, embarcation).

Incinération de déchets.

Produits (interrupteurs électriques, amalgames dentaires, éclairages fluorescents).

Déchets urbains (eaux usées, boues d’épuration ordures ménageres), agricoles

(Mckenzie, 1997).

Tableau06: Sources industrielles et agricoles des métaux présents dans I'environnement
(Brignon & Malherbe, 2005).

4. Classification et types des métaux lourds

Utilisations

Métaux

Batteries et autres appareils électriques

Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Ni,

Pigments et peintures

Ti, Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Sn, Cr, Al, As,
Cu, Fe

Alliages et soudures

Cd, As, Pb, Zn, Mn, Sn, Ni, Cu

Biocides (pesticides, herbicides

As, Hg, Pb, Cu, Sn, Zn, Mn

Agents de catalyse

Ni, Hg, Pb, Cu, Sn

Verre As, Sn, Mn

Engrais Cd, Hg, Pb, Al, As, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn
Matieres plastiques Cd, Sn, Pb

Produits dentaires et cosmétiques Sn, Hg

Textiles Cr, Fe, Al

Refineries Ni, V, Pb, Fe, Mn, Zn

Carburant Ni, Hg, Cu, Fe, Mn, Pb, Cd

4.1. Classification des métaux lourds

Les métaux lourds peuvent étre classés en se basant sur leur densité :

- Les métaux lourds sont dits lourds si leur densité dépasse 5.
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- Les métaux lourds sont dits légers si leur densité est inférieure a 5.

Les métaux peuvent également étre classés en se basant sur leurs effets biologiques (Catsiki
et Catsielleri, 1980).

Tableau07: Classification de quelques métaux lourds selon leur densité et leur toxicité
(Adriano, 2001).

ETM Plantes Animaux Densité
Cd T T 8.65
Cr - E 7.20
Cu E E 8.92
Ni T E 8.90
Pb T T 11.34
Zn E E 7.14

4.2. Les différents types des métaux

D’un autre point de vue biologique, on en distingue deux types en fonction de leurs effets

physiologiques et toxiques : métaux essentiels et métaux toxiques (Huynh, 2009).
4.2.1. Les metaux essentiels

Sont des éléments indispensables a 1’état de traces pour de nombreux processus cellulaires et
qui se trouvent en proportion trés faible dans les tissus biologiques (Loué ; 1993). Certains
peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un certain seuil. C’est le cas du
cuivre, du nickel, du zinc, du Fer. Par exemple le Zinc a la concentration du milli molaire est
un oligoélément qui intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques (déshydrogénase,
protéinase, peptidase) et joue un réle important dans le métabolisme des protéines, des
glucides et des lipides (Kabata et Pendais, 2001).

4.2.2. Les métaux non-essentiels

Les metaux non-essentiels (métaux toxiques) ont un caractére polluant avec des effets
toxiques pour les organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet
bénéfique connu pour la cellule. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium
(Cd). La toxicité des métaux lourds pour les micro-organismes du sol est principalement due a
leur capacité a établir des complexes stables avec les proteines ce qui peut altérer les sites

actifs ou déplacer des cofacteurs métalliques essentiels (Baath, 1992).

19




Chapitre 02 Généralité sur Les Métaux Lourds

Tableau08: Principaux éléments meétalliques essentiels et non-essentiels (Hopkin, 1989)

Eléments essentiels Oligo-éléments Eléments "essentiels' en Eléments non-
majeurs essentiels ultra trace essentiels
Calcium, Phosphore, Fer, lode, Cuivre, Lithium, Fluor, Cadmium,
Potassium, Soufre Manganese, zinc, Aluminium, Etain, Plomb, Mercure
Magnesium, Chlore, Cobalt, Molybdéne, (Cadmium)*
Sodium Sélénium, Chrome, * essentiel si deficit de
Nickel, Vanadium, Zinc
Silicone, Arsenic

5. Réle physiologique des métaux lourds

IIs y jouent des rbles importants dans les réactions métaboliques et fonctionnent d'ordinaire
comme un centre coordinateur de la structure et de la stabilité des enzymes et des protéines
(Perrot, 1983). Certains de ces éléments peuvent créer des liaisons métal - protéine et sont
capables de modifier la structure tertiaire de la protéine.

Ils jouent ainsi un role d’accepteurs ou de donneur d’électrons, trés important dans les
multiples systémes enzymatiques mettant en jeu des réactions d’oxydoréduction (Behrouz,
1995 ; Chaignon, 2001).

Un certain nombre de métaux lourds (Fe, Zn, ...) participent a la défense immunitaire et sont
indispensable dans la nutrition des vivants, donc I’alimentation devra apporter en une quantité
suffisante pour assurer I’ensemble des fonctions biologiques et en présence seulement d’ions
métalliques qui manifeste leur action sur les enzymes et les réactions enzymatiques (Perrot,
1983).

6. Les principaux dangers des métaux lourds

+Ils remplacent ou substituent les minéraux essentiels.

* [Is changent notre code génétique.

*Ils produisent des radicaux libres.

« [Is neutralisent les acides aminés utilisés pour la détoxication.

* [Is causent des allergies.

* [Is endommagent les cellules nerveuses (Bekaert, 2004)
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7. Propriétés physico-chimique d’ETM
7.1 . Le cadmium

C’est un métal chimique blanc argenté (légérement bleuté), mou et ductile, de numéro
atomique 48 et appartenant a 1’élément du groupe 12 du bloc d et de la période 5 entre le zinc
(Zn) et le mercure (Hg), de masse atomique 112,411 g.mol-1,La configuration électronique du
cadmium est [Kr] 4d10 5s2, a 8 isotopes
sixsont stables, *°Cd, *®cd, *°Cd, **'cd, **Cdet **Cet deux radionucléides
primordiaux, ***Cd et °Cd, la concentration de cadmium dans la crodte terrestre est de 0,15
ppm et le minéral de cadmium le plus courant est la Greenock ite (CdS), il se trouve souvent
associé dans les roches aux éléments du méme groupe, comme le zinc et le mercure
(McLaughlin et Singh, 1999). En revanche, ses propriétés physiques et chimiques, proches
de celles du zinc et du calcium, lui permettent de traverser les barriéres biologiques et de
s'accumuler dans les tissus (Pokorny et al, 2004).

Chez les plantes, le cadmium n’aucune fonction biologique connue (Pokorny et al, 2004).Les
principaux composés du cadmium sont I’oxyde de cadmium, le chlorure de cadmium et le
sulfure de cadmium (Brignon et Malherbe, 2005).

Le cadmium est insoluble dans 1’eau, comme la plupart des métaux, il posséde une faible
pression de vapeur et est donc une substance considérée comme pratiquement non volatile
(Barbalace inc, 2012).

7.2. Le plomb

Le plomb, du latin plomb, est un métal mou, gris, sans godt ni odeur caractéristique, se
trouvant habituellement en petite quantité dans la croGte terrestre. Il appartient au groupe IV b
de la classification périodique des éléments. Ses principales propriétés physico-chimiques
sont présentées dans le Tableau 8. De configuration électronique [Xe] 4f14 5d106s26p2, il
posseéde deux électrons non appariés sur sa couche électronique externe. Cette configuration
¢lectronique autorise les degrés d’oxydation (+2) et (+4), en plus de la forme métal (0).
(Sposito et al., 1982). Le cation Pb2+ est un acide au sens de Lewis, c'est-a-dire qu’il est
susceptible d’accepter un doublet d’électrons venant d’une base, pour former une liaison
covalente. C’est également une espece chargée, susceptible d’interactions électrostatiques

avec des ions de signes contraires pour former une liaison ionique (Sposito et al, 1982).
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7.3 . Lezinc

Le zinc est un élément chimique, de symbole Zn et de numéro atomique 30, masse
atomique de 65,409 g.mol-1 de couleur bleu-gris moyennement réactif, qui se combine avec
I’oxygeéne et d’autres non-métaux, et qui réagit avec des acides dilués en dégageant de
I’hydrogéne (Mahan, 1987). Son état d’oxydation le plus commun est +2 (appelé ion
zincique), (Baize, 1997).Sa configuration électronique est [Ar] 3d10 4s2 (Dal Corso,
2012).Le zinc posséde cing isotopes stables®*Zn, ®°zn, ®’zn, ®®zn et"°Zn (Holden, 1994).

8. Toxicites des Eléments Traces Métalliques

La toxicité des métaux lourds pour un méme organisme dépend du type de sol, de sa
disponibilité des chaque métaux dans ce sol, de 1’état physiologique du micro-organisme
(Baath, 1992).

Les symptdmes de toxicité associés aux métaux lourds sont peu différents de ceux produits
par différents types de stress (Cseh, 2002).

La toxicité des métaux manifester de facons trés différentes par exemple le cadmium ne rentre
dans aucune fonction biologique connue alors que le Feet le Cusont les métaux essentiels au
métabolisme cellulaire, pourtant le Cu peut se révéler tres nocif malgré son caractére
indispensable a faible concentration (Beérail, 1991).

Ces métaux lourds sont dangereux pour la santé humaine a tres faible concentration selon «
the states environnemental protection A gency » cependant, le cadmium, le plomb, le chrome,
le zinc et d’autres sont considérés (a moins forte dose pour certains) comme étant dangereux
pour la santé humaine et dont la présence dans 1’environnement doit étre surveillée (Diffus,
1980).

8.1. La toxicité du cadmium

On identifie le cadmium comme un polluant extrémement toxique (Godt et al, 2006). Il est
accumulé dans les strates superficielles des sols et peut étre entrainé par les eaux de
ruissellement pour atteindre les nappes phréatiques profondes. Dans le cas d’une
accumulation du cadmium dans les strates superficielles des sols, il peut étre absorbé par les
plantes, ce qui représente un probléeme majeur pour la santé humaine. Une exposition au
cadmium entraine un grand nombre d'effets nocifs, les lésions rénales et le cancer figurant
parmi les plus graves (Godt et al, 2006).11 est toxique sous toutes ses formes (métal, vapeur,

sels, composés organigues).
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8.2. Toxicité du plomb

La toxicité du plomb dépend de sa concentration dans le milieu, de sa spéciation, des
propriétés du sol, et enfin de I’espece végétale concernée. Les plantes mettent en place
diverses, barriéres physiques pour se protéger. Tout d’abord le mucilage sécrété au niveau de
la coiffe, qui a la capacité de lier le plomb et donc de géner son adsorption aux parois
cellulaires. Mais pour pouvoir pénétrer dans la racine jusqu’au cylindre central, il doit
également passer a travers la paroi cellulaire et la membrane plasmique qui possedent de
nombreux sites de fixation pour le plomb. Quand le plomb a réussi a passer a travers ces

barrieres de protection, il peut affecter de nombreux processus physiologiques de la plante.
8.3. Toxicités de Zinc

Le zinc est toxique pour la microflore, 1’effet inhibiteur sur la végétation n'est pas a négliger.
Les sels de zinc sont nocifs pour I'hnomme s’ils sont administrés par voie orale mais en faible

dose, le danger d’intoxication est inexistant (Lauwery, 1982).

9. Les métaux lourds dans la plante

Les plantes sont exposées de deux fagons aux ETM : par les parties aériennes (a partir de
particules en suspension dans I’air ou de composés dissous dans 1’eau de pluie ou d’arrosage)
et par les racines (Muschitz, 2009). Les éléments-traces peuvent étre déposés a la surface des
feuilles et des racines (dans ce cas un lavage a 1’eau en enléve une partie) ou pénétrer dans la
plante. Ils peuvent y pénétrer par les parties aériennes (feuilles, tiges, fruits), a partir de
particules en suspension dans I’air, de composés gazeux (notamment pour le Hg et le Se) ou
de composés dissous dans I’eau de pluie ou d’irrigation. Ils peuvent pénétrer par les racines a

partir du sol (Tremel-Schaub et Feix, 2005).

9.1. Pénétration des éléments traces par les parties aériennes

La contamination par voie aérienne est généralement faible, Les métaux lourds sous forme de
poussiere ou de gaz peuvent entrer directement par les stomates des feuilles. Une partie des
retombées atmosphériques, solubilisée par I’eau de pluie ou d’irrigation, peut traverser la
cuticule des feuilles et des fruits. Ils rentrent dans les feuilles a travers les stomates; sous
forme d’ions, ils rentrent surtout a travers les cuticules des feuilles (Prasad et Hagemeyer,
1999).
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9.2 Absorption racinaire
Les éléments-traces peuvent circuler dans la racine de deux fagons, par la voie symplasmique

et par la voie apoplasmique (Tremel-Schaub et Feix, 2005).

9.2.1. La voie symplastique
L’absorption se fait de trois maniéres (Tremel-Schaub et Feix, 2005)
-Une absorption passive,
- Une absorption passive demandant une dépense d’énergie de la part de la cellule,

-Une absorption active (contre un gradient électrochimique)

9.2.2. La voie apoplasmique
Le transport des éléments métalliques se fait passivement a travers la paroi cellulaire par les
pores du réseau de la cellulose, de 1’hémicellulose et des glycoprotéines. Cependant, une
partie des ions peut étre adsorbés par les charges négatives de surface de I’acide
polygalacturonique des pectines, qui agissent comme des échangeurs d’ions (Briat et
Lebrun, 1999). La suite du transport vers les vaisseaux conducteurs de séve brute, le xyleme,

se fait donc par I’intérieur des cellules et nécessite donc une absorption réelle.

9.3 Translocation

Apres leur absorption, le transport des éléments dans le xyleme de la plante vers les parties
aériennes, est appelé « translocation ». Le transport des éléments-traces dans le phloéme est
probablement difficile car ce dernier est constitué de cellules vivantes contenant des
substances sur lesquels il est facile de se fixer (Tremel-Schaub et Feix, 2005). Chez certaines
especes la translocation d’éléments toxiques est plus importante que chez d’autres, pouvant
conduire a une accumulation des métaux dans les feuilles et les autres parties aériennes. Les
éléments-traces ont tendance a rester dans les racines, surtout quand 1’apport est suffisant

(pour les oligo-éléments).

9.4 Accumulation

Généralement, les racines ont tendance a accumuler les ETM, les teneurs en ETM dans
les plantes sont réparties selon le gradient d’accumulation: racines > tiges > feuilles > graines
et fruits. Les plantes herbacées dicotylédones accumulent plus d’éléments-traces dans leur

biomasse aérienne que les plantes herbacées monocotylédones (Tremel-Schaub et Feix,
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2005).Cette accumulation peuvent constituer un risque direct sur la santé humaine a travers
les plantes alimentaires ou indirect par I’accumulation dans la chaine alimentaire a travers le

fourrage (Nicholson et al, 2003).

9.5. Les excrétions des éléments-traces par la plante

Les métaux peuvent étre évacués de la vacuole vers le cytoplasme ou du cytoplasme vers
I’apoplaste et a partir de 1a, leur relachage est possible vers le milieu environnant. Les métaux
relachés dans la rhizosphere le sont sous forme complexée ou libre (Prasad & Hagemeyer,
1999).

Il peut se produire également, dans les feuilles, un relachage des métaux de la couche
cuticulaire pendant les pluies dites « acides ». Ceci est dii a des phénoménes d’échange
cationique entre les ions hydrogene et métalliques. Les métaux sont alors entrainés, lors du «
rincage » des feuilles, vers le sol (Prasad & Hagemeyer, 1999).

Les métaux sous forme gazeuse (Hg (g)) peuvent également fuir a travers les stomates des

feuilles dans I’air, lorsque celles-ci sont ouvertes (Prasad & Hagemeyer, 1999).
10. Les principaux effets toxiques des ETM sur les plantes

La toxicité des ETMs dans les plantes peut comprendre plusieurs effets comme I’inhibition
de la photosynthése, la germination, la chlorose (inhibition de la synthese de chlorophylle),
la faible croissance des plantes qui peuvent étre accompagnés d'une réduction de I’absorption
d’eau et des nutriments et des troubles du métabolisme des plantes (Dan et al, 2008;
Clemens et al, 2002; Clijsters and Assche, 1985).

11. Stratégies et mécanismes de tolérance des plantes

Les plantes possédent des systemes de stockage ou de détoxication qui leurs permettre de
diminuer les effets néfastes des ETM. Selon les especes, ces systéme sont plus ou moins
développés, mais, il semble a I’heure actuelle que trois mécanismes sont préepondérants: la
modification de la perméabilité membranaire, qui permet de réduire 1’entrée des métaux
dans la cellule, le systeme antioxydant, qui limite les dégats des especes réactives de
I’oxygeéne et la chélation intracellulaire, qui empéche 1’activité de 1’ion métallique (Remon,
2006). Il a été observé chez A. halimus soumis a un stress métallique une augmentation
sensible des peroxydases et de catalase, enzymes faisant partie du systeme antioxydant
(Lotmani et Menoua 2011).
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D’autres mécanismes peuvent intervenir suite a un stress métallique, comme par exemple la

production de protéines de stress telles les protéines HSP (Heat Shock Proteins).

Les cellules végétales possedent de nombreuses voies de dégradation enzymatique des ROS.
Certaines enzymes n’utilisent pas de Co-substrat pour réduire les ROS. Alors que, d’autres
utilisent plusieurs cosubstrats dont certains sont des antioxydants comme (I’ascorbate
peroxydase), les organismes végétaux ont développé certains moyens de défense contre les
atteintes des radicaux libres Trois activités enzymatiques, il s’agit des superoxyde-dismutases
(SOD), des catalases (CAT) et des peroxydases (POX).

11.1. Les catalases (CAT)

Les catalases sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la
dismutation du peroxyde d'hydrogéne, sont contenues dans les peroxysomes et dans le cytosol
(Bartosz, 1997). Elles agissent en synergie avec les SODs puisque leur role est de catalyser la
réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon la réaction

suivante (Remon, 2006).

Catalase

2 H- O, — 2 H-O + O»

Hwvdrogen

g Water Oxwveen
Peroxide 4

11.2. Les peroxydases (POX)

Les peroxydases permettent, comme les catalases, la réduction de H202 en eau et en oxygene
moléculaire. Cependant, a la différence des catalases, les GPx nécessitent la présence d’un
substrat particulier pour réaliser leurs activités. Deux types principaux de « molécules
antioxydants » sont utilisés comme substrat par les peroxydases I’acide ascorbique et le
glutathion (Wu et al, 2003).

11.3. Les superoxydes (SOD)

Le SOD est I'une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction
antioxydant. C’est I’enzyme antioxydant « anti-O2"~ » la plus importante dans toutes les
cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée,

I’absence de cette enzyme peut étre 1étale, (Afonso et al, 2007).
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Il existe trois types de SOD chez les plantes: (FeSOD, chloroplastique), (MnSOD,
mitochondriale) et (CuZnSOD, cytoplasmique) (Arora et al, 2002).

Sont responsables de la dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene

(H202) selon la réaction:
2:02- + 2H+ — H202+ 02 (3)

11.4. Polyphénol oxydases (PPOs)

Le polyphénol oxydase a été découvert pour la premiere fois en 1856 par Schoenbein dans le
champignon Boletus luciferus. Il a noté que 1’extrait de ce champignon catalyse 1'oxydation en
aérobie de certains composés en formant un pigment bleu dans les plantes (Whitaker, 1995 ;
Zawistowski et al, 1991 ; Vamos-Vigyazo, 1981).Plusieurs noms ont été associés a la PPO
dont la tyrosinase, la crésolase, la catécholase, la diphénolase, la phénolase, le phénol
oxydase, I’0-diphénol oxydase et 1’acide chlorogénique oxydase. De ces derniers, c'est le nom
« polyphénol oxydase » qui reflete généralement la capacité de cette enzyme a utiliser
différents composés phénoliques comme substrats. Ainsi, les phénols ou les catéchols peuvent
étre des substrats pour I'enzyme, et les produits de réaction obtenus sont généralement des o-
quinones dans les deux cas. Les noms « tyrosinase », « phénol oxydase » et « polyphénolase »
sont aussi généralement employés interchangeablement avec « le polyphénol oxydase »
(Zawistowski et al, 1991 ; Burton, 1994 ; Rivas et Whitaker, 1973).

OH O
OH
I = PPO
= — +(_) R"'f
Catechol Quinone

Figure 7 : Reaction enzymatique du polyphénol oxydase (catéchol oxydase, EC 1.10.3.1)
montrant l'activité du diphénol oxydase que l'on trouve principalement dans les plantes. R

dans la figure représente n'importe quel groupe fonctionnel.

Dans les plantes, les PPOs jouent un réle de résistance contre les infections microbiennes,
virales et aussi contre les mauvaises conditions climatiques (Martinez et Whitaker, 1995).
Les mécanismes de défense des vegétaux impliquant les PPOs sont largement controverses
(Vaughn et al, 1988 ; Mayer et Harel, 1991 ; Walker et Ferrar, 1998) et plusieurs
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hypothéses sont émises au sujet de leur action. L’une des certitudes est que les polyphénols
ont des propriétes antifongiques (Friedman, 1997). La PPO catalyse 1’oxydation des
composes phénoliques en quinones. Ces derniéres, sont elles-mémes bactéricides et
fongicides (Zinkernagel, 1986), et se polymérisent ensuite pour former des polymeres bruns
insolubles. Ces derniers forment une barriére qui limite la prolifération de 1’infection et
I’altération des tissus de la plante, grace a leurs propriétés antimicrobiennes (Zawistowski et
al, 1991). Selon Craft et Audia (1962), ces barrieres de protection ont été observées dans les

patates douces, les carottes, les betteraves, les courges, les navets et les pommes de terre.
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1.1. Matériel et Méthodes
1.1 Matériel végétal

Le matériel végeétal ayant fait 1’objet de la présente étude concerne les graines de 1’A.halimus
de la famille chénopodiacée. Il a été choisi en raison de son utilisation au laboratoire comme

plante modéle pour ces capacités de résistance et d’adaptation aux stress abiotiques.
1.2 Préparation du substrat (sol)

Le substrat utilisé est constitué d’un mélange de sable et de terreau industriel a des
proportions respectives de (1v/2v). Avant de I’utiliser, le sable subis plusieurs opérations de

préparation,

> en premier lieu, il a été tamisé afin d’éliminer les débris végétaux et animaux, pour
obtenir du sable fin.

»  Puis rincé abondamment a 1’cau de robinet.

» ensuite trempé dans une solution de HCI dilué dans I'eau distillé a raison de 1/5, pour
éliminer les sels (chlorures, les carbonates).

» en dernier rincé plusieurs fois a 1'eau distillée, séché a I’air libre (Aoumeur, 2012).

1.3 Mise en germination et repiquage

Au laboratoire, nous avons préparé au préalable les graines en les décortiquant de leur bractée
afin de faciliter la germination. Ensuite, les graines sont sélectionnées selon leur morphologie,
leur taille, leur couleur (brune) et leur aspect sanitaire (absence de contaminations) puis elles

ont subi le protocole de stérilisation suivant (Fatarna, 2007):

> Trempage dans un bain d'éthanol a 95% pendant quelques secondes.

» Trempage dans un bain d'eau de Javel a 5% pendant 15 minutes.

» Trois passages successifs dans des bains d'eau distillée stérile de 10 minutes chacun.
Apres la germination, les grains ayant des radicules plus de 2 mm de longueur ont été

repiques dans des pots.

» ensuite mises en culture pendant 60 jours dans les mémes conditions que pour la

germination.

31




Chapitre 01

Matériel et Méthodes

1.4. L’arrosage

» L’arrosage est effectué trois fois par semaine par 1’eau distillée.

» une fois sur trois par une solution nutritive de Hoagland jusqu'a I’obtention d’un

vegétal suffisant pour les analyses (Tableau 10, figure 9).

Tableau9: Composition de la solution nutritive de Hoagland (Hoagland and Arnon, 1950)

Eléments minéraux

Concentration mg/L

(NH4)2HPO4

de B(OH)3
Ca(N0O3)2.4H20
CuS04.5 H20
Fe(C4H40¢)3.2 H20
MgS04.7 H20
MnCl2.4H20
MoO3

KNO3

ZnS04.7 H20

1153
2,86
6564
0,08
532
240,76
1,81
0,016
606.6
0,22
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Figure08: Plantule d’Atriplex halimus apres I’arrosage a I’eau distillée et la solutionnutritive
(Tedjani, 2022)

1.6 Application du stress

Le stress métallique a été appliqué a la plante apres 60 jours de la culture pendant deux

semaines.

Cing doses métalliques ont été choisi pour les métaux Zn, Pb (0, 2000, 4000, 6000 et 8000
ppm) et Cd (0, 500, 1000, 1500 et 2000 ppm), avec de trois répétitions pour 1’ensemble des

doses métalliques appliquées.
1.7 Dispositif expérimental

Pour I’installation de I’expérience dans la serre, on a choisi d’installer les plantes en
randomisation totale répartie en 3 blocs, chaque bloc pour un métal avec cing doses, chaque

dose comporte trois répétitions
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Figure 9 : Dispositif expérimental des plantules d’A. halimus stressee(Tedjani, 2022)

A : témoin/B :d’A.halimus stressée par zinc/C : d’A.halimus stressée par Pb/D :d’A.halimus

stressée par Cd.

Celui-ci a été obtenu aprés avoir réalisé un tirage aléatoire, nous permettant de nous affranchir

des facteurs environnementaux pouvant fausser nos résultats.

Tableaul0: Dispositif expérimental.

témoin Oppm 3pots
Zn 0 ppm 3 pots
2000 ppm 3 pots

4000 ppm 3 pots

6000 ppm 3 pots

8000 ppm 3 pots

Pb 0 ppm 3 pots
2000 ppm 3 pots

4000 ppm 3 pots

6000 ppm 3 pots

8000 ppm 3 pots

Cd 0 ppm 3 pots
500 ppm 3 pots

1000 ppm 3 pots

1500 ppm 3 pots

2000 ppm 3 pots

2. Méthodes
2.1 Prélévement et préparation du matériel végeétal pour les analyses

Aprés 21 jours de ’application du stress, les feuilles sont prélevées en prenant le soin de les

mettre dans des sachets de papier kraft de maniére a les protéger de la lumieére.
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=2233:

FigurelO : Prélevement les échantillons 4 Atriplex halimus (Tedjani, 2022)
2.2. Dosage enzymatique

L’extraction consiste a broyer 100 mg de feuille dans 2 ml de tampon phosphaté (0.1 M,
pH 7) contenant 1mM acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA). Le surnageant récupéré
apres agitation et centrifugation du broyat a 14000 g pendant 20 min, a constitué¢ I’extrait

enzymatique (Latef et Chaoxing, 2011).

Figure 11:Broyage de feuille dans tampon et homogénéisateur du broyat
pendant30sec(Tedjani, 2022)
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Figurel2 : Centrifugation du broyat a 14000 g pendant 20 min (Tedjani, 2022)

L’activité catalasique est mesurée selon la méthode d’Aebi (1984). Le melange
réactionnel contient 200 pl de I'extrait enzymatique et 2 ml de H,O, (10mM). La cinétique a
été suivie par spectrophotométrie a a 240 nm apres 1 min toutes les 10 seconde.

Le milieu réactionnel congu pour le dosage de I’activité des polyphenol oxidases (PPO)
contient 2ml de Catéchol (10mM). La réaction a été amorcée par addition de 100 pl d’extrait
enzymatique et s’est étendu durant 3 min a température ambiante, par la suite 1'absorbance a
été lue a 410 nm (Hori et al, 1997).

L’activité du catalase et polyphénol oxidase a été définit en étant la quantité d’enzyme utilisé

pour I’oxydation de 1 pmol de H,O, ou du catéchol par mg de protéine par min.
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Figure 13: Spectrophotométre UV a une longueur d’onde de 240 nm (Tedjani, 2022)

2.3Traitement de donnés et analyse statistique

Les données sont calculées sous forme d’une moyenne de 3 répétitions a 1’aide du
tableur EXCEL 2007 et les graphiques également réalisés a 1’aide du méme tableur. Les
données recueillies pour ’ensemble des caractéres étudiés ont été soumises a une analyse de
la variance avec le logiciel XLSTAT. L’analyse de la variance effectuée est a un critére de
classification (facteur traitement). Les moyennes sont comparées a I’aide du test de Dunett,

lorsque cela est nécessaire (différences au moins significatives).
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2. Résultats et Discussion
1. Résultats

Dans notre travail, nous avons cherché a mettre en évidence la réponse enzymatique des
plantules d’Atriplex .halimus traités avec le Zn, le Pb a (0, 2000, 4000, 6000, 8000 ppm) et
avec le Cd a (500ppm, 1000ppm, 1500ppm, 2000ppm) pendant 21 jours.

1.1. Influence du zinc sur P’activité catalase

Les résultats de 1’analyse de la variance (Tableau 09),montrent que les différentes
concentrations de zinc influent de maniéré significative (p<0.05) sur I’activité catalase des

feuilles de 1’Atriplex halimus.

Tableaull:Analyse de la variance de I’activité catalase 1’Atriplex halimus stressée au zinc.

Source DDL  Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
4 0,000 0,000 5370 0,014

Grace a notre analyse des résultats de 1’histogramme présenté dans la(figure 16), nous avons
remarqué une diminution de [Pactivité catalase sous concentration (4000 et 8000ppm)
atteignant (0.005 pumole/mg prot et 0.045 pmole/mg prot) dans les feuilles de 1’Atriplex
halimus stressée par le Zn comparativement au témoin (0.007 umole/mg prot), Par contre
I’activité catalase est augmenté sous les concentrations (2000 et 6000ppm)atteignant (0.0085
pmole/mg prot et 0.011pmole/mg prot) respectivement, cette diminution ou bien

I’augmentation est statistiquement non significative.
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Figureld : L’activité catalase des feuilles de 1’A.halimus stressée au zinc.

1.2. Influence du plomb sur P’activité catalase

L’analyse de la variance (tableau 16),ne montre aucun effet significatif (p=0.648) sur

I’activité catalase 1I’A. halimus stressée au plomb.

Tableaul2:Analyse de la variance de ’activité catalase 1’A.halimus stressée au plomb.

Source DDL  Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
4 0,000 0,000 0,636 0,648

L'analyse des résultats obtenus dans (figure 17) montrent une Iégere diminution de P’activité
catalase sous les concentrations (2000, 6000,6000 ppm)atteignant (0.0065,0.004 et 0.0067

pmole/mg prot) dans les feuilles de 1’Atriplex halimus stressée par le plomb comparativement

au témoin (0.007 umole/mg prot), et sous la concentration (8000ppm) on a remarqué une

legere augmentation qui arrive a0.0078 pmole/mg prot, aussi cette diminution ou bien

I’augmentation est statistiquement non significative.
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Figurel5 : L’activité catalase des feuilles de I’A.halimus stressée au plomb.
1.3. Influence du cadmium sur P’activité catalase
Les résultats de I’analyse de la variance (Tableau 09), montrent que les différentes

concentrations de cadmium influent de maniéré significative (p<0.05) sur I’activité catalase

des feuilles de I’Atriplex halimus.
Tableaul3:Analyse de la variance de I’activité catalase 1’A.halimus stressée au cadmium

Source DDL Somme des Moyenne des Pr>F
carrés carrés
4 0,000 0,000 5,188 0,016

L’analyse des résultats de I’histogramme présenté dans la (figure 18) montre que le cadmium

provoque une augmentation non significative de I’activité catalase dans les feuilles

de

I’Atriplex halimus,elle arrive a 0.0085 et 0.009 umole/mg prot sous les concentrations 500 et

1000 ppm respectivement, comparativement au témoin (0.007 pmole/mg prot), a des

concentrations élevées (1500 et 2000ppm) on a remarqué une diminution non significative

I’activité catalase atteignant (0.0039 et 0.0045 pumole/mg prot).

de
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Figurel6 :.L’activité catalase des feuilles de |’A.halimus stressee au cadmium.
1.4. Influence du zinc sur P’activité du polyphénol oxidase (PPO)

L’analyse de la variance (Tableau 07),montre il n'y a pas un effet significatif (p = 0.065) avec
les différentes concentrations de zinc sur I’activité du polyphénol oxidase (PPO) des feuilles

de I’Atriplex halimus.

Tableaul4:Analyse de la variance de ’activité du polyphénol oxidase (PPO) d A.halimus
stressée au zinc.

Source DDL  Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
4 0,001 0,000 3,142 0,065

Nous avons remarqué dans les résultats de I’histogramme présenté dans (figure 19), une
diminution non significative de I’activit¢ PPO atteignant (0.013, 0.02, 0.019 et 0.005
pmole/mg prot) dans les feuilles de 1’Atriplex halimus stressee par le Zn avec différentes
concentrations (2000, 4000, 6000 et 8000 ppm) respectivement par rapport au témoin (0.027
pmole/mg prot).

43




Chapitre 02 résultats et discussion

0,04 -
0,035 -

0,03

0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -
0 -

0 ppm 2000 ppm 4000 ppm 6000 ppm 8000 ppm

Concentrations du zinc

Activité PPO (umole/mg prot)

Figurel7 :L’activité PPO des feuilles de I’A.halimus stressée au zinc

1.5. Influence du plomb sur P’activité du polyphénol oxydase(PPO)

Les résultats de I’analyse de la variance (Tableau 09),montrent que les différentes
concentrations de plomb influent de maniéré significative (p<0.05) sur Dactivité du

polyphénol oxydase(PPO) des feuilles de 1’Atriplex halimus.

Tableaul5:Analyse de la variance de I’activité du polyphénol oxydase(PPO) d’A.halimus

stressée au plomb

Source DDL Somme des Moyenne des F Pr>F
carrés carrés
4 0,001 0,000 5,213 0,016

L'analyse des résultats de I’histogramme présenté dans la (figure20), nous a permis de
remarquer une diminution de I’activité PPO dans les feuilles de 1’ Atriplex halimus stressée par
le Pb, cette augmentation est significative sous les traitements 4000 et 6000ppm, et
hautement significative sous le traitement 8000ppm avec respectivement une valeur de0.009

et 0.01,0.005 umole/mg prot, par rapport aux témoin (0.027 umole/mg prot).
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Figurel8 :L’activité PPO des feuilles de I’A.halimus stressée au plomb
(* significatif & 5%, **HAUTEMENT significatif & 1%)
1.6. Influence du cadmium sur ’activité du polyphénol oxydase(PPO)
Les résultats de I’analyse de la variance (Tableau 10), montrent que les différentes

concentrations de cadmium influent de maniéré hautement significative (p=0.003) sur

Pactivité PPO 1’A.halimus stressée au cadmium.

Tableaul6 :Analyse de la variance de ’activité du polyphénol oxydase(PPO) d’A.halimus
stressée au cadmium

Source DDL  Somme des Moyenne des F Pr>F
carres carres
4 0,001 0,000 8,362 0,003

D’aprés les résultats obtenus sur I’activit¢ PPO foliaire (figure 21), une diminution
remarquable a été enregistrée sous I’effet de concentrations élevées de cadmium. Cette
diminution est significative sous les traitements 1500 et 2000 ppm avec respectivement une

valeur de 0.009 et 0.01 umole/mg prot par rapport aux témoins (0.027 pmole/mg prot).
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Figure 19: L’activité PPO des feuilles de I ’A.halimus stressée au cadmium * significatif a 5%.

Discussion

La sensibilité des plantes aux métaux lourds varie d'une espéce a l'autre. Il ya des
plantes « hyper accumulatrices » ont la propriété d'aspirer les métaux lourds des sols
contaminés et de les transporter jusqu'aux feuilles ou ils sont stockés (Masing,
2003).Quand une plante est soumise a n'importe quel facteur de stress, tel que stress des
métaux lourds, la premiére réponse observée est une réduction de son activité
métabolique normale suivie d'une réduction de la croissance.

Dans cette étude, nous sommes intéressés a la réponse anti oxydative d’Atriplex halimus
vis-a-vis les métaux lourds. Cette espéce se caractérise par une tolérance a la toxicité des
stress métallique, ce qui en fait une véritable arme écologique face a la pollution (Ortiz-
Dorda et al, 2005).

En fonction des résultats que nous avons obtenus grace a nos travaux, concernant I’activité
de catalase, cette enzyme augmente de fagcon non significative dans les feuilles de I'Atriplex
halimus sous un stress métalliqgue avec le cadmium a de faibles concentrations
(500,1000ppm)  puis diminue aux concentrations élevées (1500 et 2000
ppm)comparativement a la plante témoin. Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’aux faibles
concentrations de cadmium, il y a déclanchement des systémes de détoxification qui pour la
plus part sont formés d’enzymes dont principalement la catalase. Ceci permet ainsi a la
plante de tolérer puis de s’adapter au Xénobiotiques ce qui se traduit par une augmentation de

ces enzymes (CAT). Aux fortes concentrations de cadmium, les systemes en question sont
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dépassés et les enzymes sont complétement inhibées. Ces résultats sont conformes a ceux
obtenus par (Zouainia Sabrina 2016 et Chaoui et al, 1997 et Cho et. Park, 2000).De
nombreuses études ont montré que cette activité est augmentée sous I'effet d'un traitement au
cadmium, notamment chez les espéces de Lemna (Srivastava et Telor, 1992).Une étude
menée par Maria et al, (2009) sur 1’écophysiologie de la tolérance d’Elodea canadensis a
'exposition au nickel, montre une augmentation de 1’activité CAT.

Beaucoup d'études confirment une augmentation de I'action antioxydant sous l'influence des

métaux lourds (Lagriffoul et al, 1998 ; Baccouch et al, 2001 ; Dixit et al, 2001 ; Pal 2002 ;

Zacchini et al, 2003).

Les systéemes enzymatiques antioxydants dans les cellules végétales jouent un réle important
dans la défense de ces organismes dans des conditions de stress, et l'activité accrue de ces
enzymes antioxydants est généralement en réponse a la présence d'agents phyto-toxiques
(Dong et al, 2006 ; Qiu et al. . et al, 2008). Les plantes sont généralement confrontées aux
dommages oxydatifs lorsqu'elles sont exposées au TME (Gupta et al, 2009). Elles
synthétisent de nombreuses molécules antioxydants, telles que le glutathion et des enzymes,
notamment la catalase comme défense contre le stress oxydatif. ( SaiKachout et al.,
2010). La CAT constitue la premiere ligne de défense antioxydant, elle catalyse la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene. Un excés de TME génére une
inhibition ou une stimulation de l'activité de diverses enzymes antioxydants (Pal et al,
2006 , Zhang et al, 2009 , Zheng et al, 2010 ).

Sur la base de nos études sur l'activité de catalase, nous notons que l'activité d’enzyme
foliaire d’Atriplex halimus stressé par le plomb augmentait de facon légere et non
significative en forte concentrations (8000 ppm),ces résultats sont conformes a ceux obtenus
par (Aoumeur, 2012), que trouve la présence d’acétate du plomb dans la solution
d’arrosage a différente concentration provoque une augmentation du taux de I’enzyme de
catalase dans les feuilles, les racines, les tiges et les tubercules de plante du radis d’une fagon
proportionnelle avec 1’augmentation de la concentration de plomb provoquer par une
surproduction de d’ERO induite par le plomb.

La tolérance au Pb pourrait étre liée au développement de mécanismes tels que la
compartimentation qui contréleraient le transport des ions dans les pousses, améliorant ainsi

la tolerance des plantes ( Mateos-Naranjo et al., 2014 , Bankaji et al., 2016).
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La survie d'Atriplex halimus sous toxicité aux traces métalliques peut s'expliquer par
I'immobilisation, la diminution de la mobilité des métaux et sa phyto-stabilisation dans les
structures souterraines ( Mateos-Naranjo et al., 2014 ). La tolérance aux meétaux lourds chez
les plantes pourrait étre controlée par deux stratégies essentielles : I'exclusion et
I'accumulation (Mnasri et al, 2015).
Dans nos études nous avons remarqué qu’une inhibition non significative de I’activité
enzymatique de la catalase foliaire a différentes concentrations de Zn (4000 et 8000ppm) avec
une augmentation dans les concentrations (2000 et 6000ppm) comparativement au témoin. Ce
résultat cohérent avec les résultats des (S. Abmann et al, 1996, J. Zhejiang 2005).qui
mettent certaines hypotheses qui montrent que les fortes concentrations de Zn induisent une
forte toxicité qui peut déstabiliser la balance métabolique.

La diminution des activités enzymatiques a fortes doses de TME peut étre due a un

désequilibre du métabolisme et a la génération d'especes réactives de I'oxygéne ( Luna et

al., 1994 , Rai et al., 2004 , Shah et al., 2001 ).

L’évaluation de I’activité enzymatique du Polyphenoloxidase foliaire (PPO) montre une
diminution remarquable sous ’effet des différentes concentrations de Zn, Pb et Cd. Cette
diminution est significative sous les traitements (4000 et 6000 ppm) de plomb, (1500 et
2000 ppm) de cadmium et de fagon hautement significative sous la concentration (8000
ppm) de plomb comparativement a la plante Atriplex halimus témoin. Ces résultats ne
correspondent pas & (Kovacik etKlejdus, 2008, Saffar et al.2009) qui trouve que l'activité
de PPO est augmenté chez certaines espéces végétales sous stress métallique, par rapport au
témoin.

Cette réduction dans les activités et est probablement due a I'inactivation de ces enzymes par
I'accumulation excessive de H202 (Singh et al, 2006). L’accumulation de ROS est toxique
pour la plante méme s’il existe une voie de détoxification. Si la quantité de ROS formée est
supérieure a la quantité détruite grace au systeme antioxydants, les ROS occasionnent des
dégats au sein de la cellule en dégradant les protéines et les enzymes c¢’est le phénomene de
photo inhibition (Allen and Ort, 2001).
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Conclusion

Conclusion

Dans nos travaux de recherche, nous avons analysé la réponse oxydative vis-a-vis
I’exposition de trois métaux lourds cadmium, zinc et plomb sur les plantules d’Atriplex

halimus.

Les résultats obtenus montrent:

Atriplex halimus est une espece qui peut tolérer de fortes concentrations de métaux lourds
(cadmium, plomb, zinc).Cette espéce peut étre proposée dans un projet de phytoremédiation

pour dépolluer les sols contaminés.

La tolérance de I’Atriplex halimus a des fortes concentrations du Zinc est importante par

rapport au plomb et le cadmium.

Le CAT et PPO interviennent dans la défense des plantes, et le CAT joue un rdle important

par rapport le PPO dans cette défense.

Les plantes sont généralement confrontées aux dommages oxydatifs lorsqu'elles sont exposées
aux métaux lourds. Elles synthétisent de nombreuses molécules antioxydants, comme défense
contre le stress oxydatif.

La diminution des activites enzymatiques a fortes doses d’ETM peut étre due a un

déséquilibre du métabolisme et a la génération d'especes réactives de I'oxygene.
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