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Toutes les usines du monde sont nuisibles
par leurs bruits...

Les végétaux sont de véritables usines ;
surement plus nombreuses, et souvent plus
durables, mais ceuvrant en silence
Imaginant si les plantes chuchotent...
Quiel bruit !? Quel ennui !?
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RESUME

Population, civilisation et pollution sont en croissance non cessante. La pollution
par les métaux lourds est la plus problématique vue son large étendue et ses graves
consequences sur les compartiments sol, eau et atmosphére, et surtout sa bio toxicité
affectant ’ensemble des étres vivant ; faune, flore et humains. Dans une optique de
développement durable, la phytoremédiation est devenue une urgence absolue comme
technologie verte de dépollution. En outre, pour plus d’efficacité et de durabilité¢ de cette
technologie, il y’a toujours besoin de découvrir des plantes hyper accumulatrices, Voire,
des plantes modéles pouvant étre explorées du phénotype au génotypepour déchiffrer les
codes de la tolérance et de I’accumulation des métaux. Atriplex halimus est une xéro-
halophyte qui s’adapte bien aux conditions d’aridité,]’espéce constitue un matériel de choix
pour la réhabilitation des terres marginales et dégradées. Cette recherche vise
essentiellement 1’étude des potentialités de 1’A. halimus en phytoremédiation des métaux
cadmium, zinc et plomb. Le second objectif est d’expliquer une part de la phyto-tolérance
au stress métallique au cours de la germination et de la croissance végétative. La recherche
consiste a tester I’impact des métaux sur la germination et la croissance, évaluer les taux
d’accumulation et de translocation des métaux et en dernier, d’analyser les stratégies de
tolérance notamment la physiologie et 1’osmorégulation. Les résultats montrent que les
métaux diminuent les taux de germination des graines et ce proportionnellement a leurs
concentrations (jusqu’a 19 % a 10 000 ppm), et que la croissance radiculaire est plus
sensible aux métaux que la germination. L’effet inhibiteur du Cd sur la croissance est plus
précoce comparé a ceux du Zn et du Pb. L’étude des corrélations entre les taux de
germination et I’allongement des radicules et des cellules radiculaires a montré que
I’inhibition de la germination suite aux traitements métalliques pourrait étre due a une
restriction de la croissance de I’axe embryonnaire, ainsi, le Cd et le Zn limiteraient la
croissance en longueur des cellules parenchymateuses,tandisque le Pb diminuerait
I’activité mitotique des cellules des radicules. Les résultats issus de la culture
hydroponique montrent que les fortes concentrations induisent une réduction générale de la
croissance sans compromettre la vitalité des plants. L’ordre d’accumulation des métaux
dans les pousses est comme suit: 11194,82 mg.Kg? (Pb-C: plomb avec chélateur),
3984,29 mg.Kg! (Zn), 3300,99 mg.Kg? (Cd), 313,39 mg.Kg? (Pb). Les taux moyens de
translocation sont de 1’ordre de : 81,49% (Pb-C), 51,51% (Zn), 49,42% (Cd) et 2,51%(Pb).
A. halimus est avéré hyper accumulateur de cadmium et de plomb aprées chélation. Les
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paramétres : hauteur des tiges, poids frais aérien, néoformation des nceuds pourront étre
utilisés comme marqueurs d’accumulation des trois métaux dans les compartiments aériens
et souterrains des plants. La culture en pots a 500, 1000 et 1500 ppm de métaux n’altére
pas les niveaux d’hydratation des tissus foliaires, ni les teneurs en pigments
chlorophylliens, cependant la conductance stomatique et le potentiel osmotique baissent
significativement. L’osmorégulation par accumulation de la proline est commune chez
I’ensemble des traitements métalliques, le calcium et le potassium se comportent comme
osmolytes minéraux dans les traitements plombiques, en présence du zinc, le Ca®" est
accumulé davantage dans les racines, et le cadmium induit une diminution significative de
’assimilation du K* et une accumulation du Ca®*au niveau des feuilles. Dans ces
conditions, I’A. halimus se montre efficace dans la rhizostabilisation du cadmium et du
zinc et I’hyperaccumulation du plomb par chélation. Les tiges chez cette espece fournissent
un organe supplémentaire d’accumulation du plomb en enregistrant des taux moyens
de1894,9 mg. Kg MS chez I’écotype MOS et de3295,5 mg. Kg* MS chez REL.

Mots clés : Métaux lourds, Phytoremédiation, Atriplex halimus, Germination, tolérance.
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ABSTRACT

Population, civilization and pollution are growing non-stop. Pollution by heavy
metals is the most problematic because of its large extent and its serious consequences on
compartments soil, water and atmosphere, and especially its bio toxicity affecting all living
beings; in this case the fauna, the flora and the humans. From a sustainable development
perspective, phytoremediation has become an absolute necessity as a green remediation
technology. In addition, for more efficiency and durability of this technology, there is
always a need to discover hyper accumulator plants, even; model plants can be explored
from phenotype to genotype to decipher the codes of tolerance and accumulation of metals.
Atriplex halimus is a xero-halophyte that adapts well to aridity conditions. The species is a
material of choice for the rehabilitation of marginal and degraded lands. This research aims
essentially at studying the potentialities of A. halimus in phytoremediation of cadmium,
zinc and lead metals. The second objective is to explain some of the phyto-tolerance to
metallic stress during germination and growth. The research consists of testing the impact
of metals on germination and growth, evaluating the accumulation and translocation rates
of metals and, lastly, analyzing tolerance strategies, in particular osmo regulation. The
results show that metals decrease seed germination rates in proportion to their
concentrations (up to 19% at 10,000 ppm), and that root growth is more sensitive to metals
than germination. The inhibitory effect of Cd on growth is earlier compared to those of Zn
and Pb. Correlations studying between germination rates and the lengthening of roots and
root cells has shown that the inhibition of germination following metal treatments could be
due to a restriction of the embryonic axis growth, thus, Cd and Zn would limit the length
growth of parenchymal cells, whereas Pb would reduce the mitotic activity of root cells.
Results from the hydroponic culture show that high metal concentrations induce a general
reduction of the growth without compromising the vitality of the plants. The accumulation
order of metals in the shoots is as follows: 11194.82 mg.Kg-1 (Pb-C: lead with chelator),
3984.29 mg.Kgl (Zn), 3300.99 mg.Kg- 1 (Cd), 313.39 mg.Kg-1 (Pb). The average
translocation levels are of the order of: 81.49% (Pb-C), 51.51% (Zn), 49.42% (Cd), and
2.51% (Pb). A. halimus proved to be a hyper accumulator of cadmium and lead following
chelation. The parameters: stems height, aerial weight, nodes neoformation can be used as
markers of accumulation of the three metals in the aerial and underground compartments
of the plants. Potted culture at 500, 1000, and 1500 ppm metals does not alter leaf tissue

hydration levels or chlorophyll pigment levels, however, stomatal conductance and
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osmotic potential decrease significantly. Osmoregulation by proline accumulation is
common in all metal treatments, calcium and potassium behave as mineral osmolytes in
lead treatments, in the presence of zinc, Ca?* is accumulated further in the roots, and
cadmium induces a significant decrease in K* uptake and Ca?" accumulation at the leaf
level. Under these conditions, the A. halimus is effective in the rhizostabilization of
cadmium and zinc and the hyperaccumulation of lead by chelation. Stems in this species
provide an additional organ of lead accumulation with mean rates of 1894. 9 mg. Kg* MS
in MOS and 3295.5 mg. Kg'* MS in REL ecotype.

Key words: Heavy metals, Phytoremediation, Atriplex halimus, Germination, Tolerance.
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INTRODUCTION

Population, technologies et pollutions sont conjointement en continuelle croissance,
les diverses productions, souvent intensives, les matériaux et procédés mis en ceuvre ont
contribué a I’'imprégnation des sols et des eaux avec de grandes quantités de métaux

lourds.

La contamination des sols par les métaux lourds résulte principalement d'activités
anthropogeniques et de sources naturelles tels que les matériaux d'origine issus de
I’effritement des roches méres et I'éruption volcanique, etc. [1]. Les activités
anthropogéniques polluantes par les métaux [2];[3] sont principalement liées aux
procédés miniers et métallurgiques ; combustion de combustibles fossiles, extraction et
fusion de minerais métalliferes [4], et des matériaux tels les batteries d'accumulateurs, les
conduites d'eau en plastique, les circuits imprimés, la galvanoplastie, la peinture [5], les
déchets municipaux [6] ;[4], et en fin les mauvaises pratiques agricoles comme l'irrigation

par des eaux usees, les pesticides et les engrais, etc. [7].

Parmi les 22 métaux lourds disponibles, les cations tri- et tétravalents, comme
I’étain, le cérium, le gallium, le zirconium et le thorium n’ont pas d’influence biologique
en raison de leur faible solubilité. A I’inverse, le fer, le molybdéne et le manganése sont
des éléments traces essentiels, a faible toxicité. Le zinc, le nickel, le cuivre, le vanadium, le
cobalt, le tungsténe et le chrome sont des éléments toxiques souvent impliqués dans les
processus biologiques. Enfin, I’arsenic, 1’argent, 1’antimoine, le cadmium, le mercure, le
plomb et I’uranium ont des roles trés limités et sont considérés comme toxiques [8] ; [9] ;
[10].

La pollution par ces métaux est un probleme sérieux en raison de leur nature non
dégradable et persistante. Ils ont de graves conséquences sur l'environnement. Ils
diminuent la croissance des plantes, mais causent également une menace sérieuse pour la
santé humaine via la chaine alimentaire [11] ; [12]. Certains métaux lourds sont toxiques et
létaux a I'état de traces et peuvent étre des perturbateurs tératogénes, mutagénes et
endocriniens, tandis que d'autres peuvent provoquer des troubles comportementaux et

neurologiques chez les nourrissons et les enfants [13].

Parmi les métaux lourds, le plomb (Pb) est trés toxique pour les humains, les

plantes et les animaux a des concentrations relativement faibles, et il peut affecter presque
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tous les organes et systemes du corps [5]. Ce métal-poison endommage le foie, les reins et
réduit la formation d'hémoglobine, provoque l'arriération mentale, linfertilité et les
anomalies chez les femmes enceintes, les maux de téte, les frissons, la diarrhée, les

difficultés d'apprentissage, les vomissements, les crampes et I'hypertension [14]; [15] ;[16].

Le cadmium (Cd) ayant une demi-vie et une solubilité plus élevées, reste persistant
dans les sols et s'accumule dans les parties comestibles des plantes [17]; [11]. Chez
I’homme, sa toxicité se traduit par un dysfonctionnement rénal, des affections des
poumons, des anomalies osseuses (ostéomalacie et ostéoporose), une augmentation de la
pression artérielle, des lésions rénales, des bronchites, des troubles gastro-intestinaux, et le
cancer. Les fumées de zinc (Zn) ont un effet corrosif sur la peau, et endommagent la

membrane nerveuse [18].

Les trop fortes teneurs en métaux lourds diminuent la densité, la biodiversité et
I’activité de la microflore et de la microfaune du sol. L’aération du sol est moins bonne, la
minéralisation de la matiére organique est plus lente. A long terme, le fonctionnement de
I’écosystéme sol est réduit ainsi que sa fertilité. La nutrition et le métabolisme des plantes
sont perturbés. Certaines especes végétales, non tolérantes, disparaissent ce qui entraine
des changements dans la composition des communautés végétales [19].

Les effets visibles de la toxicité des métaux varient selon les espéces, mais les
symptdmes les plus communs sont 1’apparition des points chlorotiques ou bruns sur les
feuilles, les racines brunes abimées, la nécrose et la diminution significative des
rendements des récoltes. L’excés de cadmium perturbe les principaux processus
physiologiques; la photosynthése, 1’absorption hydrominérale, la respiration et
I’évapotranspiration. Le cadmium inhibe les systémes de réparation de I’ADN [20]. Le
zinc influence les enzymes impliquées dans le métabolisme des glucides, les activités de
diverses enzymes, la stabilisation des compartiments ribosomiques, la synthése du
cytochrome, le maintien de l'intégrit¢ des membranes cellulaires et la synthése des
protéines et des auxines [21]. Le zinc affecte la régulation et le maintien de I'expression

génique nécessaire a la tolérance aux stress environnementaux [22].

Des études ont montré que l'appareil photosynthétique et les pigments sont la
principale cible de la toxicité des métaux lourds dans les plantes [11] ; [12] ; [13]. De plus,
les métaux lourds provoquent un stress oxydatif chez les plantes en produisant des especes

réactives de l'oxygene (ROS) qui entrainent des troubles physiologiques et conduisent a la
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mort des plantes [4] ; [11]. A I’échelle racinaire, la toxicité des métaux s’exprime par la
restriction de 1’élongation racinaire et de la densité de poils absorbants, le changement de

la morphologie et 1’épaississement des méristémes [23].

La contamination des sols par les métaux lourds est une préoccupation sérieuse
dans la plupart des pays. La réhabilitation écologique de ces sols contaminés dans les
territoires industriels, agricoles et urbains est un grand défi au cours des derniéres
décennies [24]. En fait, la restauration des sols pourrait étre la seule option efficace pour

réduire les effets négatifs des pollutions métalliques sur la santé de I'écosysteme [13].

La situation environnementale en Algérie devient de plus en plus inquiétante, vue
I’extension démographique et industrielle, et des exigences de la vie moderne (parc
automobile, installations et infrastructures diverses, commerce et échanges internationaux

souvent difficiles a maitriser...).

La contamination par les métaux lourds des principaux ports Algériens est une
réalité affligeante. La calamité de la pollution n’épargne aucun espace habitable ou vierge

de la terre algérienne ; air, terre et mer aucun environnement n’y échappe [25].

La prise en conscience de la crise environnementale dominée par la pollution ; un
accompagnant automatique du développement socio-économique souhaité, a mené la
politique algérienne a adopter de nouveaux décrets et législations appliquant des taxes
supplémentaires sur les activités polluantes et dangereuses pour l’environnement, et
encourageant les procédés de dépollution sur toutes les échelles (expertises préalables a la
réhabilitation des sites, programmes de recherche, projets de dépollution, reconversions
d’installations....). (Journal officiel : Décret exécutif n® 17-170 du 22 mai 2017).

Au cours des deux derniéres décennies, des efforts ont été déployés pour réduire les
sources de pollution et remédier les sols et les ressources hydriques pollués [26]. Pour
restaurer les sols contaminés, différentes pratiques ont été utilisées, telle I'immaobilisation
des métaux dans le sol, ainsi que le lavage des sols [27]. Les implications techniques et
financieres ont fait de I'assainissement du sol une tache difficile [28]. Au cours des 20
dernieres années, plusieurs approches; biologiques, physiques et chimiques ont été
utilisées pour atteindre cet objectif [29]. En général, ces approches ont des limites, a savoir
une main-d'ceuvre intensive, un colt élevé, une perturbation de la microflore indigene du

sol, et des changements irréversibles des propriétés physico-chimiques du sol [13].
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Parmi les différentes stratégies de restauration in situ des sols contaminés par les
métaux lourds, une attention particuliere est portée aux technologies de phytoremédiation
(technologies vertes) [13]. Ce sont des approches rentables de restauration basées sur la
capacité des plantes a concentrer des éléments et composés de I'environnement et a

métaboliser diverses molécules dans leurs tissus [4].

Récemment, I'utilisation de plantes halophytes pour la phytoremédiation des sols
contaminés par les métaux est une nouvelle tendance mondiale [30]. Les halophytes sont
naturellement présents dans les régions arides et ont la capacité de résister aux stress
hydrique et salin, et d'accumuler et / ou de tolérer les ions toxiques, y compris les métaux
lourds [30] ; [31].

En outre, I'utilisation des plantes indigénes est considérée comme I'une des
meilleures stratégies pour réussir la remédiation [32] ;[33]. Cette stratégie rentable, a
application étendue est significative parce que ces plantes pourraient survivre et s’adapter
dans les conditions environnementales locales de la région mieux que les autres especes

végétales [4].

Le genre Atriplex (Chenopodiaceae), comporte des especes xerohalophyles
dominantes dans de nombreuses régions arides et semi-arides dans le monde, en particulier
dans les sols secs et salins, ces arbustes sont utilisés pour la réhabilitation des terres
dégradees [34]; [35]. Atriplex halimus L. (Amaranthaceae) est I'une des halophytes
pérennes les plus abondantes dans les steppes salées algériennes [36]. Les études ont
montré la tolérance et des potentialités prometteuses d’accumulation de 1’A. halimus des
métaux : cadmium [34]; [37]; [38]; [39] ;[40], plomb [35], zinc [34], arsenic [41] et

cuivre [42].

Malgré I’étendue de son spectre en tant que domaine de recherche scientifique, et
projets effectifs de dépollution in situ a travers le monde, la phytoremédiation en Algérie
est encore en phase embryonnaire et beaucoup reste & faire; en 1’occurrence la découverte
et la sélection de plantes tolérantes et a larges spectres d’accumulation de métaux, la
caractérisation morphologique, biochimique et moléculaire des ressources phytogénétiques
et enfin, la maitrise des techniques et des stratégies de production végétale et de gestion

des projets de dépollution a moyens et a longs termes.
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La phytoremédiation en tant qu’axe de recherche est pluridisciplinaire, elle a permis
I’explication de plusieurs aspects des stratégies de tolérance et d’accumulation des métaux.
Cependant, la compréhension de la machinerie végétale exige I’exploration des différents

stades de développement des plantes ; germination, périodes végétative et reproductrice.

Les graines constituent les mallions clefs des cycles biologiques des especes
vegetales, elles portent les informations génétiques et les équipements constitutionnels et
biochimiques nécessaires pour assurer la perpétuité de 1’espéce. La tolérance au cours de la
germination est I’'une des stratégies adaptatives essentielles permettant la préservation de

I’espece, notamment dans les environnements extrémes et changeants.

A. halimus produit une grande quantité de graines capables d’un semis spontané
(self sowing). Les stratégies de tolérance aux métaux, au cours de la germination des
graines de cette espéce, sont méconnues, une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans les phénomeénes de tolérance et d’accumulation est d’un intérét signifiant.
En outre, parmi les exigences des recherches actuelles en phytoremédiation, 1’obtention de
plantes modeéles tolérantes et hyper-accumulatrices est primordiale menant ainsi, a delivrer
des marqueurs morphologiques, biochimiques et moléculaires permettront des applications
diverses en biotechnologies.

Ce travail de thése rentre dans la thématique de sélection de plantes indigénes
prometteuses en phytoremédiation. L’étude des mécanismes de tolérance aux métaux au
cours de la germination et de la croissance, permettrait une meilleure connaissance des
potentialités phytoremédiantes des plantes et leur fonctionnement dans les environnements
extrémes. Ainsi, I’analyse des corrélations entre les concentrations en métaux polluants et
les pouvoirs germinatifs conséquents, ainsi que les niveaux d’accumulation en métaux et
les variations morphométriques, physiologiques et biochimiques des plants d’A. halimus,
permettrait d’expliquer certaines des stratégies mises en ceuvre par cette halophile
candidate afin de surmonter le stress métallique, voire d’utiliser cette plante comme

modele pour les études de la phytotolérance au stress métallique.

L’étude de la germination vise essentiellement I’estimation des impacts des
métaux : Cd, Zn et Pb sur les trois phases de la germination : imbibition, germination sensu
stricto et croissance des radicules. L’étude de la croissance en longueur des cellules
radiculaires en fonction des traitements métalliques, permettrait d’élucider par quelles

actions, les différents métaux affectent la germination et la croissance post- germinative.
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Les résultats expliqueront ainsi une part des stratégies de tolérance des graines d’A.

halimus aux metaux au cours de leur germination.

Au cours de la croissance végétative, 1I’évaluation de la croissance et des taux
d’accumulation et de translocation des métaux permettront de se prononcer sur les
potentialités phytoremédiantes de cette espece. L’étude des marqueurs morphologiques,
physiologiques et biochimiques en réponse aux différentes situations de stress par les

meétaux permettrait de déterminer les traits de tolérance aux contraintes métalliques.

Pour répondre a ces objectifs, deux approches ont été suivies; une premiére
théorique, comportant une revue bibliographique sur la pollution par les métaux, la plante

candidate, les stratégies de phytoremédiation et les mécanismes de la phytotolérance.

La deuxieme approche ; expérimentale, comporte quatre chapitres répondant

chacun a une problématique partielle.

Le premier chapitre vise 1’étude des impacts des métaux sur la germination des

graines.

Le deuxiéme est consacré a expliquer a quel niveau et par quelle action, les métaux

affectent la germination et la croissance post-germinative.

Le troisiéme chapitre est prévu pour tester les potentialités phytoremédiantes de /’A.
halimus des métaux Cd, Zn et Pb, et pour délivrer des marqueurs morphologiques de

I’accumulation des métaux.

En dernier, un chapitre est réservé a 1I’étude des stratégies physiologiques de la

tolérance et I’importance de I’osmorégulation en situation de stress métallique.

Pour conclure, une discussion générale et des perspectives sont rédigées a la fin de

cette these.
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CHAPITRE 1
CONTEXTE GENERAL ET PROBLEMATIQUE DE LA THESE

I. 1. 1. Contexte général

Pollution et population vont actuellement en paralléle, et le développement des
technologies de dépollution acceptables écologiquement et économiquement est devenu
une urgence absolue. Certes, en en Algerie le probléme de la pollution par les métaux
lourds n’est pas aussi inquiétant comme dans plusieurs pays, ou ce genre de polluants
constitue une Véritable crise environnementale, cependant, la recherche fondamentale a
toujours ses justificatifs, notamment avec la mondialisation du savoir et la nécessité de
répondre aux préoccupations universelles de sauvegarder notre planete, ceci pourrait étre
fait en favorisant les cyclismes naturels et en éliminant le maximum des résidus néfastes de

la civilisation humaine.

La phytoremédiation ; ou dépollution par les plantes vivantes, est a la fois une
activité socio-économique, et un axe de recherche visant I’exploitation des connaissances
acquises a diverses échelles, pour la récupération des terres affectées par les polluants
metalliques et leur exploitation, tout en respectant I’environnement et en dépensant moins.
Cette technologie rentre dans une optique d’agro-écologie faisant partie intégrante des
objectifs du développement durable.

De multiples recherches se sont conduites en phytoremédiation ; études de la
biodisponibilité des éléments métalliques pour la plante, des mécanismes d’absorption des
ions métalliques, des conditions d’optimisation de I’absorption (action des chélateurs), la
compartimentation des métaux apres absorption, la caractérisation des actions des micro-
organismes de la rhizosphére et enfin diverses manipulations génétiques visant

I’amélioration des niveaux d’accumulation des métaux.

La durabilité de ces technologies de dépollution repose, en moins, sur I’exploration
de plantes tolérantes hyper-accumulatrices prometteuses et bien adaptées aux conditions
locales. De telles plantes constitueront de méme un matériel de choix pour 1’étude des
mécanismes d’adaptation aux exces de métaux et les stratégies miseS en ceuvre par les

plantes pour surmonter ce type de stress, et de méme hype-accumuler les métaux.

Parmi les technologies de phytoremédiation, la phytoextraction des métaux et

métalloides revét une importance particuliére. Ce procédé se fond sur la capacité de

Partie | : Revue bibliographique



Chapitre 1 : Contexte général et problématique de la these 25

certaines plantes d’hyper-accumuler les métaux, les transférant ainsi du compartiment sol
aux feuilles récoltables, apres leur incinération, une récupération massive des polluants

métalliques aura lieu.

Ce travail propose Atriplex halimus comme candidate pour la phytoextraction des
métaux cadmium, zinc et plomb. Dans ce chapitre, un apercu sur la toxicité des métaux est

fourni, ainsi qu’une présentation de I’espece candidate.

I. 1. 2. Problématigue

Atriplex halimus est un xéro-halophile bien adapté aux environnements extrémes,
en ’occurrence, ceux arides et salins, des recherches ont montré sa tolérance aux exces
d’éléments traces métalliques. Néanmoins, les stratégies et les seuils de tolérance de cette
espece sont encore méconnus, notamment avec son grand polymorphisme exhibé a tous les
niveaux. L’étude de la variabilité génétique de la tolérance, a travers I’investigation de
différents génotypes, serait d’un apport signifiant. Cette recherche est aussi une
contribution a I’estimation des potentialités phytoremédiantes de I’A. halimus en métaux
Cd, Zn et Pb et & I’explication des impacts des métaux sur la germination des graines et la
croissance des jeunes plants. L’étude des traits morphologiques, physiologiques et
biochimiques de la tolérance aux métaux ainsi que la détermination des marqueurs
morphologiques de I’accumulation en relation avec les métaux en question sont prévues
dans cette recherche. Ce travail de these tente de répondre aux questions suivantes :

Quels sont les seuils de tolérance des graines d’A. halimus aux métaux Cd, Zn et Pb
au cours de leurs germinations ?

Quels sont les impacts des métaux sur le processus de germination et par quelles
actions affectent les taux finaux de germination ?

Quelles sont les potentialités de I’A. halimus en phytoremédiation ? Par quelles
stratégies pour chaque métal ?

Quel marqueur morphométrique peut-il t¢émoigner 1’accumulation des métaux ?

Quelle est la part de I’osmorégulation comme stratégie de tolérance aux différents

métaux ?
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I. 1. 3. Pollution métalligue et toxicologie

Actuellement, une importante gamme de contaminants existe dans 1’environnement,
tels que les métaux lourds, les substances combustibles, les déchets dangereux, les
explosifs et les produits pétroliers. Ces contaminants se divisent en deux catégories : les
composés organiques et inorganiques. Les contaminants inorganiques majeurs sont les
métaux lourds [43]. Ces derniers sont présents naturellement dans les roches, ils sont

libérés lors de 1’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique [44].

Les principaux types de pollutions anthropiques responsables de 1’augmentation des
flux de métaux sont la pollution atmosphérique, la pollution liée aux activités agricoles et
la pollution industrielle [45]. Les engrais chimiques, en particulier les fertilisants
phosphatés sont des produits non purifiés et en contiennent des quantités considérables
[46]. Les boues résiduaires d’origine urbaine constituent une autre source de contamination
des zones agricoles par les métaux lourds [47]. Ces types de pollution sont dus également
aux rejets physiques liés aux activités metallurgiques et minieres et aux rejets de produits

en fin de vie tels que les piles et batteries.

Les émissions atmosphériques constituent également une source importante de
pollution par les métaux lourds [48]. La pollution atmosphérique résulte des activités
industrielles et urbaines. Les apports diffus sont classés en poussiéres et aérosols provenant
des chauffages ainsi que des moteurs d’automobiles. Les apports massifs localisés résultent
d’apports anthropiques accidentels liés aux activités industrielles sans protection efficace
contre la dispersion dans I’environnement [45] ; [49]. La pollution minérale des eaux
résulte dans la libération dans ces derniéres de divers composés tels les nitrates, les sulfates
et les autres sels utilisés en agriculture, divers résidus rejetés par la métallurgie et d’autres

activités [50].

Il existe plusieurs définitions du terme « métal lourd », ou élément trace métallique
(ETM) : il s’agit en général d’éléments métalliques naturels, caractérises par une masse
volumique élevée, supérieure a 5 g/cm®. Quarante et un métaux correspondent a cette
définition genérale. Les métaux lourds peuvent concerner les éléments métalliques compris
entre le cuivre et le plomb dans la classification périodique des éléments (excluant alors le
fer, le chrome) ; il peut aussi s’agir de tous les éléments métalliques a partir de la

quatriéme période de la classification des eléments [43].
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Selon HUYNH [45], d’un point de vue purement chimique, les €léments de la
classification périodique formant des cations en solution sont des métaux. D’un point de
vue physique, 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.cm®. 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.

Contrairement aux contaminants organiques qui peuvent subir une biodégradation,
les métaux lourds restent dans I’environnement et leur spéciation et biodisponibilité pourra
changer a travers le temps [51]. L’exposition excessive aux métaux lourds peut conduire a
des effets trés néfastes sur la santé humaine. Or les produits vegétaux sont a la base de la
chaine alimentaire, donc ils contribuent a I’'imprégnation de 1’homme par ces métaux [49].
Ces polluants majeurs de I’environnement sont considérés d’étres cytotoxiques,

mutagéniques et cancérigenes [52]; [53].

Chez les végétaux, certains métaux sont indispensables aux processus
physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthése ou 1’assimilation des
macronutriments (Cu, Zn, Ni, Fe, Co) [37]. Certains de ces métaux sont aussi impliqués
dans les processus moléculaires tels que le contrdle de I’expression des genes, la
biosynthése des protéines, des acides nucléiques, des substances de croissance, de la
chlorophylle et des métabolites secondaires, le métabolisme lipidique ou la tolérance au
stress [54]. En outre, certains éléments métalliques peuvent se présenter sous différents
états d’oxydation, ils jouent ainsi un role d’accepteurs ou de donneur d’électrons, trés
importants dans les multiples systémes enzymatiques mettant en jeu des réactions
d’oxydoréduction [55]. Pour autant, les métaux lourds n’ont pas tous une fonction connue
a ce jour dans le métabolisme de la plante et certains sont considérés comme des éléments
toxiques (Hg, Cr, Ni, Pb et Cd) [37].

La contamination sévere par le plomb peut causer une variété de problémes
environnementaux incluant la perte de la végétation [56]. Au voisinage des routes
fréquentées, il arrive que la végétation en contienne jusqu’a 500 ppm (en poids) et

devienne de ce fait inutilisable comme aliments de bétail ou des humains [57].
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Le zinc (Zn), a la concentration de 1’ordre milli-molaire, est un oligo-élément qui
intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques (déshydrogénases, protéinases,
peptidases) et joue un rdle important dans le métabolisme des protéines, des glucides et des
lipides [37]. A certains seuils, ce métal provoque la destruction de certaines plantes en

bouchant et en se concentrant dans leurs stomates [58].

L’amplification biologique des concentrations des métaux dans les chaines
alimentaires est un probleme aggravant la tres haute toxicité des métaux [59]. L'exposition
a des concentrations relativement faibles de cadmium entraine une toxicité grave [60]. En
raison de sa grande mobilité dans I’interface sol-plante, le Cd peut étre fortement accumulé
dans les tissus veégétaux ; ainsi, son transfert dans la chaine alimentaire constitue une
menace sérieuse et est devenu une préoccupation publique majeure [61]; [62]. Le Cd
induit des modifications complexes des plantes aux niveaux génétique, biochimique et
physiologique, conduisant a une phyto-toxicité dont les symptémes les plus évidents sont

la réduction de la croissance des tissus et des organes [39] ; [63] ; [64].

I. 1. 4. Présentation de 1’espéce Atriplex halimus

Atriplex halimus (noms usuels : Guettaf, arroche, pourpier de mer) est un arbuste
fourrager autochtone, cette espece est spontanée dans les étages bioclimatiques semi-arides
et arides [65] ; [66] ; [67]. C’est la plante la plus représentée sur le pourtour méditerranéen
et des pays du Moyen-Orient, depuis les Canaries jusqu’a I’Iran (Algérie, Maroc, Libye,
Tunisie, Syrie, Jordanie, Egypte, Arabie Saoudite, Palestine, France, Espagne, Portugal,
Italie, Gréce, Albanie, Malte, Chypre et Israél). Vers le sud, I’espéce atteint le massif
d’Ahaggar. En Algérie, son aire d’extension se trouve entre les isohyetes 100 et 400

mm/an [68].

L’intérét fourrager de cette espéce s’explique par sa rusticité, sa bonne valeur
fourragere due a sa richesse en matiére azotée, son adaptation aux conditions d’aridité ;
sécheresse et salinité, le maintien de son feuillage vert durant toute I’année, et par sa
tolérance au paturage [69]. Dans la région de Djelfa (Algeérie), les peuplements naturels
d’A. halimus produisent de 2 a 3 tonnes de matiére seche par hectare soit 1000 a 1500

UF/ha, sous une pluviométrie de 250 a 300 mm/an [68].

A. halimus est classé parmi les plantes les plus utilisées par la population steppique

pour soigner 1’hyperglycémie [70]. Le chrome tissulaire de cette plante régulerait la
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glycémie en activant ’effet de I’insuline [71]. Cette plante est aussi utilisée comme
draineur cutané et rénal, diurétique et depuratif pouvant accompagner tout régime
nécessitant un drainage des tissus et la désincrustation des déchets et toxines [72], [73]. La
berbérine présente dans 1’arroche est connue par son activité antimicrobienne et anti-
inflammatoire [70] ; [73].

L'importance de I’A. halimus dans le fonctionnement des écosystémes se refléte
dans la promotion de la fraction biologique du sol, elle sert également d’aliment pour les

arthropodes [74].

De nouvelles utilisations de 1’A. halimus ; la production de biomasse en vue de
valoriser les terres agricoles abandonnées, la phytoremeédiation des sols contaminés par les
métaux, ou I’isolement des génes contrdlant les traits de tolérance a la salinité pour les

transférer aux cultures stratégiques [74].

Atriplex halimus est un arbrisseau a la couleur grise argenté parfois loque, dont les
rameaux et feuilles sont recouverts d’une infinité d’écailles pulvérulentes a aspect velouté
et blanchatre, trés caractéristique de 1’espeéce qui peut atteindre 1 a 3 m de haut, et forme
des touffes pouvant atteindre 1 a 3 m de diameétre [75]. Son systeme racinaire pivotant
présente un fort développement, pouvant atteindre 10 m de profondeur [65]. Les feuilles
présentent un polymorphisme selon I’état physiologique de la plante et la position des
feuilles sur 1’axe. Elles sont alternes, pétiolées, plus au moins charnues, couvertes de poils
vésiculeux blanchatres (trichomes), ovales, assez grandes et font 2 a 5 cm de longueur et
0,5 a 1 cm de largeur. L’inflorescence est en panicule d’épis, terminale et nue, avec des
fleurs méles au sommet et des fleurs femelles a la base [76], La valve fructifere est cornée

a la base. La graine est d’une teinte roussatre [77] ; [78] ; [79].

L’espéce A. halimus présente deux sous-espéces distinctes qui different par leur
niche écologique et morphologie (densité de feuillage et longueurs des rameaux

floriferes) :

La premiere A. halimus subsp halimus est diploide (2n = 2x = 18), se rencontre en
région littorale semi-aride a humide : c’est un arbuste généralement plus feuillu, au port

érigé, trés ramifié, pouvant atteindre trois métres de haut [74] ; [80].
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La seconde A. halimus schweinfurthii, est tétraploide (2n = 4x = 36), tres répandue
dans les zones arides et désertiques, présente un port broussailleux enchevétré, avec des

branches fructiferes nues au sommet, fortement lignifiées et pointues [65]; [70].

Figure I. 1. 1. Nappes d’Atriplex halimus Figure I. 1. 2. Plants d’Atriplex halimus
poussant au littoral (Photo originale). poussant sous serre (Photo originale).

Figure I. 1. 3. Branches d’Atriplex halimus (AHARONSON et al., 1969) [71]

1. Branche végétative ; 2. Branche fructifere.
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l. 1. 4. 1. Ecophysiologie de ’espéce

A. halimus possede la voie photosynthétique C4 [81], dans laquelle le CO, est
incorporé dans le phospho-énolpyruvate (PEP) pour former I'oxaloacétate sous l'action de
la PEP carboxylase. En conséquence, ses feuilles ont I'anatomie "Kranz" avec une couche
de cellules entourant chaque faisceau vasculaire et des cellules palissadiques disposées
radialement, bien que la gaine de faisceau soit ouverte [82]. Ce type d’espéces est

généralement efficace dans son utilisation de I'eau et donc adapté aux climats secs [65].

Une caractéristique anatomique importante de 1’A. halimus (et d'autres Atriplex
spp.), particulierement en ce qui concerne la tolérance au stress, est la présence des poils
vésiculeux [83] ou trichomes veésiculaires au niveau de la surface foliaire. Ces cellules
vivantes sont constituées de poils en forme de ballon ou de cellules vésicales [84] de 80-

200 pm de diamétre et avec un revétement de surface d'un matériau cireux.

Cette espece est capable de résister a une forte intensité lumineuse (rayonnement
photosynthétiquement actif > 2000 umol m? s?) due a I'ombrage des feuilles et a la
réflexion de la lumiere par les cristaux de sel déposés sur les surfaces foliaires apres
effondrement des poils vésiculaires de couleur gris verdatre [85], et comme il posséde la
voie de carboxylation C4, la température optimale pour la photosynthese est relativement
élevée, autour de 35 °C [65] ; [81] ; [82].

L'efficacité d’utilisation de 1'eau contribue a un meilleur maintien de la croissance
des populations des sites les plus arides dans les conditions de sécheresse. Les écotypes
tolérants au stress hydrique (en termes de croissance) accumulent plus de proline, ont des
valeurs plus négatives de ¥w et ¥s; et donc plus de turgescence, un taux plus élevé
d'assimilation du COg, et une conductivité stomatique plus faible [68] ; [86]. A. halimus
est un euhalophyte, capable de supporter des niveaux de salinité de sol équivalents a 25 a
30 dS m? (CE en péate saturées) [65]. Elle accumule les principaux composants de la
salinité en Na*, [87] et CI" et d'autres anions dans ses tissus [73] ; [79], les stockant dans la

vacuole. Les vésicules foliaires agissent également comme des puits de sel [74].

La tolérance de I’A. halimus a des températures inférieures & zéro dans le champ

(-18 C°) s’est trouvée positivement corrélée a l'accumulation dans les feuilles du Na* et du
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K™, des acides aminés, des composés d'ammonium quaternaires et des sucres solubles, dans

un comportement analogue a celui de de I'adaptation a la salinité et a la secheresse [74].

En termes de croissance, A. halimus est tolérant & des concentrations élevées en Cd,
Cu, Mn, Ni, Pb and Zn dans le milieu de croissance [34] ; [38] ; [35] ; [88].
Tableau I. 1. 1.Caractéristiques conférant I’adaptation ou la tolérance a I’A. halimus dans
les environnements extrémes (WALKER ET LUTTS, 2014) [89].

Caractéristiqgues Environnement extréme
= Systeme racinaire profond = Sécheresse
= Ombrage mutuel des feuilles = Haute intensité lumineuse
= Photosynthése C4 = Haute température, sécheresse
= Grande efficacité de I'utilisation de l'eau = Sécheresse
= Accumulation de sel = Salinité, sécheresse, froid
= Ajustement osmotique = Salinité, froid, sécheresse
» Accumulation d’osmolytes organiques = Sécheresse, froid, Salinité
= Dépot d'ions en exces dans les poils vésiculaires = Salinité, Eléments traces
= Sel libéré par les poils vésiculaires » Haute intensité lumineuse

= accumulation d'oxalate par les poils vésiculaires = Eléments traces

I. 1. 4. 2. Biologie florale et multiplication de I’espéce

Chez A. halimus un seul individu peut porter a la fois des fleurs unisexuées males,
unisexuées femelles, et bisexuées : A. halimus se révele donc polygame, plus
particuliérement trimonoique [90]. L’observation des inflorescences montre une structure
basée sur 1’épi et la cyme bipare. Selon TALAMALI et AL. [91], I’ontogenése florale
montre que les différentes combinaisons entre les pieces florales peuvent se résumer a cing

types de fleurs :

Des fleurs a cing tépales : soit males, possédant éventuellement des ébauches plus
ou moins développées de gynécée ; soit femelles, puisque présentant des ébauches avortées
d’étamines et un gynécée normalement constitué, dans un nombre réduit de cas ; soit

hermaphrodites.

Des fleurs a deux pré-feuilles : la plupart femelles avec uniquement un gynécée

normalement constitué ; d’autres, exceptionnellement, sont hermaphrodites.

La fleur femelle est sans périanthe, elle possede deux bractéoles, un ovaire, et un
style, d’aprés la taille, la forme et le degré de soudure des bractéoles des fleurs femelles, on

distingue, chez chaque individu des populations tunisiennes étudiées par TALAMALI et
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al. [93], trois morphotypes floraux, la tristylie est observée au niveau intra-individuel et
non interindividuel, comme d’habitude ; chaque pied porte donc neuf types floraux

résultant de la combinaison des trois types de styles et de bractéoles.

c 7 X
Figure I. 1. 4. Schéma des principales structures Figure I. 1. 5. Bractéoles des fleurs femelles
florales d’A. halimus (TALAMALLI, 2001) [90]. d’A. halimus (TALAMALL, 2007) [92].
a. F!eUF male a cing tepales. Pour chacun des morphotypes a, b, ¢, d’un méme
b. Fleur femelle & deux préfeuilles dont I’antérieure a individu, les zones de soudure sont représentées en
été rabattue vers le bas. noir, les fleches indiquent leurs limites distales.

cymes
bipares

cymes
bipares

cymes =

e« Epi
bipares

Figure I. 1. 6. Rameau florifere d’Atriplex halimus (TALAMALI, 2001) [90].

@ fleurs hermaphrodites d cing tépales ;® fleurs mdles a cing tépales ;
o fleurs femelles a deux préfeuilles;A sommet végétatif.
Pour simplifier, les bractées n’ont pas été figurées, ainsi que les fleurs femelles a cing tépales et
les fleurs hermaphrodites a deux pré-feuilles car beaucoup moins nombreuses que les autres
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Les ovules des différentes fleurs d'une méme plante sont soit amphitropes, soit

campylotropes. L’étude anatomique et histologique des ovules fécondés montre des

variations de I'embryogenese corrélées aux types d'ovules; un suspenseur constitué de

deux rangées cellulaires et d’autre part I'absence de stade torpille, ainsi que des anomalies

du développement embryonnaire et ’existence d’une polyembryonie chez les ovules

amphitropes [91]. La floraison - fructification se déroule de mai a décembre. La fleur male

produit trois catégories de pollen.

Figure I. 1. 7. Tristylie et polymorphisme
pollinique au sein d’un méme individu d’A.

halimus observé au MEB (TALAMALI,
2007) [92].

De haut en bas, styles, papilles stigmatiques et
pollen. Style long (L), style moyen (M), style court
(C) et cellules papillaires stigmatiques d’un style
long (a) et d’un style court (b). Gros et petit grains

de pollen et détail de leur exine (stg : stigmates).

Figure I. 1. 8. Morphologies florales chez A.
halimus (TALAMALI et al. 2007)[91].

(a) Fleur male fonctionnelle avec cing tépales
(phénotype habituel). Barre, 120 um; (b) fleur
hermaphrodite fonctionnelle avec cing tépales.
Barre, 120 um; (c) fleur femelle fonctionnelle a
cing tépales. Barre, 120 um; (d) bractéates
fonctionnelles fleurs méales. Deux étamines sont
visibles, mais ce nombre est variable. Barre, 300
um; (e) fleur bractée fonctionnelle hermaphrodite.
Barre, 600 um; (f) fleur femelle bractée
fonctionnelle (phénotype habituel). Barre, 590 um.
b = bractée; ¢ = carpelle; s = étamine; sl = style;

st = stigmate; t = tépale
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Les Atriplex se multiplient par semis, bouturage en automne [93] ou par éclats de
souches. Pour les semis pratiqués en pépiniére, les plants issus du semis du printemps
peuvent étre transplantés en automne et ceux d’automne peuvent 1’étre au printemps [94].

La propagation d’Atriplex halimus par la voie sexuée donne une descendance trés
hétérogene. La maitrise de différentes techniques de multiplication végétative s’impose-t-
elle pour pallier ces difficultés [95]. L’enracinement de boutures fournit de bons moyens a
bons prix de propagation d’un matériel de plantation améliore, les boutures de 5 mm de
diamétre prises en pleine croissance au printemps ou en automne peuvent étre enracinées
dans des chambres plastiques en une période de moins de deux mois [96]. Les meilleures
boutures sont celles prélevées sur des plants agés de moins d’un an obtenu sur des plants
anciens et recépes [97].

La micropropagation d’Atriplex halimus L. permet d’obtenir un nombre élevé de
clones conformes aux pieds-mére adultes sélectionnés ; théoriquement environ 18000
plants par an sont obtenus en tenant compte de tous types de plant non conforme éliminés
[95]. La propension a bourgeonner peut-étre expliquée par une croissance continue chez
cette espéce arbustive, ainsi que la présence de plusieurs bourgeons au niveau d’une
aisselle foliaire [98]. C’est ce qui expliquerait la disposition de ses rameaux imbriqués et
I’aspect de son port. En présence de BAP, ce comportement morphogénétique est amplifié.
Les vitro-pousses présentent souvent des feuilles opposées qui rappellent la morphologie
juvénile de la plante. Ceci dénote une certaine réjuvénisation qui peut avoir des
conséquences positives sur les expériences ultérieures. Cependant, A. halimus fait partie
des espéces qui présentent un phénomene de vitrification des pousses feuillées [99], qu’il
faut réduire en utilisant une solution diluée et de faibles concentrations hormonales.

Des études ont montré une induction de la callogénése sur des plantes intactes
cultivées sur des milieux de culture sans substances de croissance, le milieu MS dilué a ¥
et le milieu Gamborg (G) dilué a 10 montrent de bons effets de callogénese [100].

Un systeme efficace de multiplication clonale et d'organogenése des pousses d’A.
halimusa été développé a partir d’explants excisés de plantes adultes cultivées ; bourgeons
caulinaires, explants nodaux et bourgeons axillaires. Un taux de multiplication de 7,2 a été
atteint a chaque quatre semaines sur milieu MS additionné de 4,4 uM BA, 0,49 uM IBA et
0,58 uM GA3. L'enracinement a été réalisé avec une efficacité de 73% en 2 a 4 semaines
sur un milieu de base MS gélosé exempt de régulateurs de croissance. Cette méthode de
micro propagation peut étre utilisée pour une multiplication a grande échelle de cette

espece [101].
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Figure I. 1. 9. Micropropagation de I’Atriplex halimus selon ALDAHHAK ET AL. (2010)
[101].
A. Initiation de la culture ; B. Effet d’une combinaison hormonale sur la prolifération ; C. Enracinement ;

D. Acclimatation sous serre d’un plant propagé in vitro (2 & 3 mois) ; E. Plant en champ issu d’une

propagation in vitro (1 an).
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I.1. 4. 3. Polymorphisme

A. halimus présente un polymorphisme plus important que celui des autres especes
du méme genre [78]. Les populations des deux sous especes présentent un grand
polymorphisme li¢ a leur diversité d’habitats [65]. Les variations intra-individuelles de
I’appareil végétatif comme de [’appareil reproducteur se manifestent au plan
morphologique strict, mais peuvent aussi porter sur des aspects anatomiques,
phytodermologiques, palynologiques, physiologiques, cytologiques, chromosomiques,
biochimiques et physiologiques [100]. La forme des feuilles peut correspondre a celles
d’autres especes du méme genre, elle varie également avec la provenance de 1’individu, et
sur un méme pied elle est différente selon 1’état physiologique de la plante ou la position
de la feuille sur un axe [102].

TALAMALLI et al. [91] ont mis en évidence un polymorphisme inter- et intra-
individuel pour plusieurs caractéres morphologiques floraux concernant le style, les types
d'ovules et l'orientation de la radicule. Selon ces auteurs, chez I’A. halimus, 1’individu se
comporte comme une population a lui seul; la variation entre populations ou entre
individus d’une méme population se retrouvant, ici, au niveau d’une seule plante. En outre,
les variations de la longueur du style sont maintenues quelles que soient les conditions de
I’environnement, ce qui conduit a rechercher des causes qui ne soient pas d’ordre
physiologique. 11 s’avére ainsi qu’A. halimus est une espece originale, car elle révele un
mélange de particularités de I’appareil reproducteur a 1’échelle de la plante [103]; [104],

dont I’importance relativise la notion d’individu.
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CHAPITRE 2
LA PHYTOREMEDIATION : STRATEGIES ET PERSPECTIVES

I.2.1. La bio dépollution

Les nombreux cas de pollution par les métaux lourds générent autant de sites
contaminés qu’il faut réhabiliter. Les méthodes physico-chimiques de dépollution de ces
sites pratiquées in situ et ex situ présentent 1’inconvénient d’étre cofiteuses et lourdes a
mettre en ceuvre [105] ; [106]. De plus, elles perturbent fortement I’activité biologique des
sols et alterent leur structure physique [45].

Le besoin de nouvelles techniques économiquement compétitives et pouvant
préserver les caractéristiques du sol c’est devenu urgeant, et [I’utilisation des

biotechnologies s’est avérée étre une alternative intéressante [45].

La création et la mise en place des stratégies de remédiation sont basées sur
I’observation des scientifiques qui ont montré que certaines plantes et microorganismes
pouvaient se développer spontanément dans des milieux fortement pollués [107].
L’utilisation pour la remédiation d’organismes vivants se développe de plus en plus, et les
termes de phyto-remeédiation, bio-remédiation et éco-remédiation, sont devenus des mots

d’usage sinon courants du moins intuitivement assez bien compris [108] ; [109].

Les bactéries par exemple, qui sont naturellement capables de résister a des
toxiques comme 1’oxyde d’uranium ou le sélénium, peuvent jouer un role efficace dans la

dépollution des sols et des eaux [110].

Certaines plantes, dites métallophytes, sont capables de se développer normalement
sur des sites fortement contaminés par divers métaux et certains de ces végétaux ; qualifies
d’hyperaccumulateurs [111], sont capables de stocker massivement les métaux dans leurs
parties aériennes. Les études concernant 1’écophysiologie et le métabolisme des plantes
supérieures en milieu contaminé, ont progressivement permis d’insérer le concept de
phytoremédiation a coté de celui de bioremédiation des sites pollués. Aujourd’hui, le terme
« phytoremédiation » est largement accepté et regroupe toutes les méthodes basées sur

I’utilisation de végétaux supérieurs dans un but de dépollution [112].
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I. 2. 2. Notions de phytoremédiation

Connue sous le nom de phytoremédiation « phyto » = plante et « remedium » =
rétablissement de 1’équilibre, la phytoremédiation est définie comme 1’utilisation de
plantes pour extraire ou transformer les polluants organiques et aussi inorganiques (plus
particulierement les métaux lourds) [113]. La phytoremédiation utilise des plantes et des
microorganismes associés pour décontaminer 1’environnement et/ou minimiser les risques

dans les relations sources - exposition- récepteurs [114].

L’idée est née au 19°™ siécle, lorsque BAUMANN [115] a identifié pour la
premiére fois, deux especes végeétales, Thlaspi caerulescens et Viola calaminaria, comme
étant capables d’accumuler de fortes quantités de Zn dans leurs feuilles [43]. Cette
technologie peut étre utilisée pour des substrats solides, liquides et gazeux et est mise en
ceuvre pour des sols pollués, des eaux polluées (grice aux plantes aquatiques) ou pour

filtrer I’air a ’aide de plantes fixatrices [114].

I.2.2. 1. Intéréts

La phytoremédiation est une « technologie verte » qui est aussi bien écologique
qu’esthétique, lorsqu’elle est convenablement implantée. Elle est de plus bien acceptée par
le public. Sa mise en ceuvre ne requiert pas d’équipements colteux ou de personnel
hautement spécialise, elle est relativement simple a mettre en ceuvre. Son avantage majeur
reste son faible colt par rapport aux méthodes classiques de décontamination des sols
[116]. Cette technologie est également avantageuse pour les sites qui ne requierent pas une
restauration a court ou a moyen terme, et pour des sols moyennement a faiblement
contaminés pour lesquels le cotlit d’une dépollution par voie physico-chimique est souvent
prohibitif [117].

La technique de phytoextraction présente de nombreux intéréts d’ordres
environnemental et économique. En effet, ’activité biologique et la structure des sols sont
maintenues apres traitement par phytoextraction. D’autre part, les plantes permettent de
conserver un paysage agréable (reverdissement et floraison), et aussi d’installer une
communauté de microflore et de microfaune métallo-résistantes pouvant agir en synergie
avec ces plantes afin d’accélérer le processus de décontamination. Les plantes peuvent étre
facilement surveillées et récoltées a des fins de traitement, et la biomasse végétale est

réutilisée [27]; [118]. D’autre part, les métaux lourds peuvent aussi étre récupérés et
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recyclés. Lors des procédes de phytoextraction, les processus de combustion et de

gazéification impliquent d’importantes sources d’énergie thermique et électrique [113].

I. 2. 2. 2. Principe

La phytoremédiation est basée sur les fonctions des plantes et de leurs
microorganismes qui permettent de dégrader ou séquestrer des polluants organiques et
inorganiques [111]. Les végétaux adaptés a la vie terrestre font I’interface entre un substrat
hydraté, le complexe argilo-humique et 1’atmosphére dans laquelle se développent les
parties aériennes des végetaux. Les plantes supérieures représentent de veéritables pompes a
eau dont le flux hydrique traverse la plante depuis les racines jusqu’aux feuilles, et dont le
moteur est la transpiration foliaire. Les polluants peuvent étre ainsi, extraits des matrices
contamineées, stockés, transferés et/ou détoxiqués par différents mécanismes. Les processus
de métabolisation peuvent intervenir de fagons espacées dans le temps ou conjointement,
aboutissant a un systéme complexe d’interactions physiologiques et biochimiques au sein

de la plante et des organismes associés [120].

Le rapport entre la teneur en métaux dans les organes aériens et celle dans les
racines, donne-t-il une indication sur le mécanisme physiologique adopté par I'espéce
végétale. Certaines plantes sont hyperaccumulatrices, et peuvent contenir plus de 1 g/kg
d’un élément trace dans les parties aériennes [121]. Ces plantes développent une réponse
physiologique spécifique, qui permet I’hyperaccumulation et la prévention de la toxicité
des métaux [122]. L’efficacité de cette phytoremédiation dépend des propriétés physico-
chimiques des polluants, de leur mode d’action, de leur biodisponibilité (type de sol, teneur

en matiéres organiques, ...), des facteurs climatiques et des espéces végetales [119].

I. 2. 2. 3. Stratéqgies

Chez les plantes, il existe une variété de réponses a un environnement contaminé ;
elles correspondent a une tolérance ou non, et sont liées ou non a une capacité
d’accumulation du métal [125]. Différentes technologies de décontamination basées

chacune sur une réponse particuliére ont pu étre développées.

Les polluants peuvent étre extraits des matrices contaminées, stockés, transférés
et/ou détoxiqués par différents mécanismes. Les processus de métabolisation peuvent

intervenir de fagons espacées dans le temps ou conjointement, aboutissant a un systéme
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complexe d’interactions physiologiques et biochimiques au sein de la plante et des

organismes associés [120].

Ces stratégies sont regroupées sous le nom de phytoremédiation et sont classées en
cing catégories : la phytoextraction, la phytostabilisation, la phytodégradation, la
phytovolatilisation et la rhizofiltration. Toutes ces technologies sont non exclusives ; donc
complémentaires [124].

o La phytoextraction (ou phytoaccumulation)

La phytoextraction est ’utilisation de végétaux (hyper)accumulateurs qui vont
absorber, concentrer et stocker les métaux ou métalloides du sol dans les organes faciles a
récolter (tiges, feuilles, etc.) [112]; [125]; [126]. Une décontamination par
phytoextraction nécessite une répétition de cycles des cultures tout en récoltant la biomasse
a la fin de chaque cycle. Ces cycles se succedent jusqu'a ce que la concentration du métal
dans le sol atteigne une valeur acceptable, ce qui conduit a I’accumulation de biomasses
végétales potentiellement dangereuses. Celles-ci doivent étre stockées de maniére a ne
présenter aucun risque de contamination pour I’environnement [127]. La phytoextraction
se révele efficace pour une grande variété de métaux lourds (Pb, Cd, Ni, Zn, ...) [112].
Ces polluants vont se complexer avec des acides organiques ou des acides aminés

synthétisés par la plante [128].

Cette technique peut utiliser des plantes ayant un intérét économique tels des
arbres, qui vont fournir du bois de chauffage, il est impératif de recycler les biomasses
végétales pour récupérer les contaminants qu’elles contiennent [117]. La biomasse peut
étre traitée par compostage, par compaction, par combustion, par gazéification ou par
pyrolyse [27] ; [129] ; [130]. La phytoextraction, parait-elle la meilleure approche pour
éliminer les contaminants et les isoler sans détruire la structure et la fertilité du sol [116].
Il existe deux stratégies de phytoextraction : la phytoextraction assistée (induite) et la

phytoextraction continue [131].

La phytoextraction induite est basée sur 1’utilisation des amendements au sol pour
rendre les contaminants plus solubles et donc plus disponibles pour les plantes, ce sont des
agents cheélateurs ou acidifiants [132] ; [133]. Contrairement a 1’absorption induite par des
chélateurs, la phytoextraction continue est basée sur les capacités génétiques et
physiologiques des plantes spécialisées dans 1’absorption, la translocation et la tolérance

des métaux lourds ; on parle de « plantes hyperaccumulatrices » [45].
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o La phytostabilisation

La phytostabilisation n’est pas une méthode de dépollution sensu stricto [112], mais
une stratégie basée sur I’utilisation des plantes pour réduire la biodisponibilité des
polluants par écoulements (latéraux ou en profondeur), ou immobiliser les composés
polluants en les liants chimiquement par précipitation, stabilisation, absorption ou piégeage
de ceux-ci par la plante [134]. Ce procédé tire avantage de la capacité qu’ont les plantes, au
niveau des racines, a modifier les conditions environnementales du sol, tels que le pH et la
teneur en humidité. En jouant sur les caractéristiques physico-chimiques de la rhizosphere
et sur la structure des communautés microbiennes, les plantes peuvent influencer le

piégeage et la biodégradation des polluants [120].

Cette approche tente aussi, de limiter les risques de transfert des pollutions en
dehors du sol contamine, et permet, en méme temps, une meilleure intégration paysagere
pour des sites présentant d’importants volumes impossible a stocker en décharge de
classe | [112]. La phytostabilisation permet d’éviter la dispersion des polluants dans les
eaux de surface et souterraines [134], ce qui méne a limiter 1’érosion et le lessivage du sol
[112].

o La phytotransformation

La phytotransformation ou phytodégradation: Un contaminant peut étre détoxiqué
(voire complétement minéralis€) par les systemes enzymatiques des plantes capables de
catalyser leur dégradation [135]. Les enzymes les plus fréquentes sont des déhalogénases,
oxygénases, peroxydases, peroxygénases, laccases, carboxylesterases, nitrilases,
phosphatases et nitroréductases. La dégradation peut avoir lieu dans les parties aériennes et
les racines : par exemple pour le PCB (biphényle polychloré), les HAP (Hydrocarbures
polycycliques aromatiques), d’autres hydrocarbures, les herbicides, le TNT
(trinitrotoluene), le TCE (trichloréthyléne) et le MTBE (méthyle tertiaire butyle éther)
[126] ; [130].

La phytotransformation peut s’agir d’une rhizodégradation lorsque la
métabolisation du polluant est assurée par les microorganismes associés de la rhizosphere
[129] : la rhizosphere est une zone de croissance microbienne, et une surface d’échanges
entre le sol, les microorganismes et la plante [136]. La phytotransformation peut

également s’agir d’une phytostimulation ; lorsqu’on exploite D’effet stimulant de la
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rhizosphere sur la dégradation microbiologique des composés organiques [109]. En fait,
Les plantes sécréetent des exsudats racinaires qui peuvent étre utilisés par les communautés
microbiennes et promouvoir leur développement et leurs activités. Cette stimulation
microbienne dans la rhizosphere modifie la bioaccumulation, oxydation/réduction

biologique et biométhylation des métaux lourds [128].
o La phytovolatilisation

La phytovolatilisation est un mécanisme particulier, par lequel, les plantes
phytoextractrices, peuvent libérer les polluants dans I’atmosphére via les zones foliaires
d’échanges gazeux, que sont les stomates [137]. Cette technique permet la transformation
des contaminants par les plantes en formes plus volatiles, puis leur relargage dans
I’atmosphére pour les composés organiques volatils, le TCE, le MTBE, et des inorganiques

comme Se ou Hg [126].
o La rhizofiltration

La rhizofiltration est 1’utilisation de plantes terrestres ou aquatiques qui absorbent,
concentrent et stockent les contaminants des eaux polluées [114] ; [116]. Elle est basée sur
la capacité des systémes racinaires a prélever et/ou dégrader les polluants dans un milieu
liquide. Cette méthode s’applique dans les zones humides, construites ou naturelles, et
pour des plantes dont les racines supportent la vie en milieu aquatique et en anaérobie
[138] ; [139].

La rhizofiltration, est utilisée pour le traitement des rejets industriels et des
effluents agricoles. Elle est particuliérement efficace pour 1’élimination du Pb, Cd, Cu, Ni,
Zn et Cr; éléments retenus dans les racines [140]. Cette méthode présente 1’avantage de
pouvoir étre appliquée in-situ ou ex-situ avec des espéces vegétales pas nécessairement
hyperaccumulatrices, telles que le tournesol, la moutarde indienne, le tabac, le seigle, les

épinards et le mais [141].
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Figure I. 2. 1. Principe et stratégies de la phytoremédiation (LOREC et al., 2016) [125].
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I. 2. 2. 4. Plantes performantes a la phytoremédiation

La dépollution de matrices contaminées semble &tre envisageable par
phytoremédiation, encore faut-il trouver les espéces végétales capables d’étre tolérantes a
la pression chimique et de présenter un rendement d’extraction quantitativement important
et rapide. Il faut veiller a choisir des espéces végétales ne favorisant pas la
phytovolatilisation. Le piégeage physique du xénobiotique dans les matrices végétales
permet de gérer la pollution en tant que ‘déchet’ grace a une transformation de cette

biomasse par la mise en place de filieres appropriées [119].

Les plantes les plus indiquées doivent étre tolérantes a la contamination et aux
conditions environnementales du site, avoir une production de biomasse suffisante par
rapport aux objectifs, et une forte accumulation dans les parties aériennes ou les racines
[138].

Il est essentiel pour la bioremédiation, que les plantations des sols contaminés par
les métaux lourds augmentent 1’activité biologique des microorganismes du sol,
spécialement pour les sols minéraux avec de faibles teneurs en matiére organique [143] ;
[144].

Les plantes pour la phytoextraction doivent produire beaucoup de biomasse
aérienne rapidement, et accumuler de fortes quantités dans les parties récoltables [145];
[146], mais aussi &tre compétitives, tolérantes a la contamination et a des conditions de vie
séveres [122]. Certains métaux tel que le cuivre, sont a I’origine de dégats causés a la
membrane plasmique, par conséquent, les plantes hyperaccumulatrices doivent avoir
comme propriété paralléle : soit un systeme de réparation de la membrane, soit un systéeme

de résistance de la membrane a I’attaque des métaux [113].

Toute implantation d’espéces entraine des modifications de 1’écosystéme, et est
susceptible de modifier ou perturber son fonctionnement, de modifier les interactions
biotiques et abiotiques, mais dans quelle mesure ? Un suivi a long terme est alors
indispensable. L’utilisation potentielle des arbres comme couvert végétal convenable pour
les terres contaminées par les métaux lourds a recu une attention croissante a travers ces
derniers ans [146] ; [147].
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I. 2. 2. 5. Limites et perspectives

Avant de remédier, il faut évaluer la contamination initiale, déterminer les objectifs
de remédiation, dont le niveau de contamination a atteindre, le type et 1’'usage du sol a
remédier, sa surface et sa profondeur, le temps et I’argent alloués a la remédiation, et la
(bio)surveillance [151]. Par ailleurs, les industriels hésitent parfois a I'emploi de cette
méthode car juridiquement, tout traitement de dépollution d'une durée de plus de six mois
entraine le passage d'une installation classée Iégére a une installation classée lourde, ce qui

entraine un surcodt et des contraintes juridiques [117].

Le choix de I’espéce est essentiel, elle doit tolérer la contamination mais aussi les
autres stress qui 1’accompagnent. Il est souhaitable de privilégier des espéces natives pour
éviter d’introduire des espéces invasives, pouvant affecter 1’écosystéme a long terme
[114]; [117]. L’efficacité de cette technique est limitée par le climat; un climat
défavorable limite la croissance des plantes, la production de biomasse, et donc I’efficacité
du systeme. De plus, la phytoremédiation fait intervenir des processus lents : plusieurs
années sont nécessaires pour depolluer un site de déchets dangereux, et la contamination

peut ne pas étre totalement éliminée [117].

Pour la dépollution par phytoextraction, il faut utiliser des plantes hyper-
accumulatrices [148]. Cependant, I’utilisation de ces plantes peut créer une nouvelle source
d’exposition via I’entrée des contaminants dans la chaine alimentaire, et un retour au sol
suite a la chute des feuilles et la formation de la litiere [149]. En plus, la majorité des
plantes hyperaccumulatrices présentent une faible production de biomasse et une vitesse de
croissance lente demandant un investissement en temps assez important, et/ou en argent
avec 1’adjonction de chélateurs ou autres substances « starter ». La concentration et le type
de métaux lourds influencent la phytotoxicité, et dans certains cas, la croissance des
plantes peut étre réduite [150] ; [151]. Pour des polluants volatiles, la phytovolatilisation
est un mécanisme neégatif en termes de phytoremédiation puisque la pollution se trouve
déplacée d’un compartiment a un autre sans diminution quantitative de la charge polluante

et parfois sans diminution du pouvoir toxique de ces polluants [120] ; [152].

A T’heure actuelle, le principal obstacle au développement de la phytoremédiation

réside dans le faible nombre d’espéces potentiellement utilisables a I’échelle industrielle.
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En effet la plupart des métallophytes connues sont caractérisées par un enracinement peu
profond, une croissance assez lente, et une faible production de biomasse, autant de critéres
limitant considérablement les taux prévisibles d’extraction. Par ailleurs, un rendement
optimal nécessite que les conditions de culture (climatiques et édaphiques) sur les sites
pollués correspondent aux exigences naturelles des végéetaux utilisés ; ce parametre est par
essence tres difficile a controler et représente une limitation supplémentaire de la méthode
[115].

Tableau I. 2. 1. Avantages et limites de la phytoremédiation (SINGH et al., 2003)[112].

Avantages Limites
= Pompe solaire = Limites de transfert de masse associées a d'autres biotraitements
= |n situ = Limité aux sols peu profonds, aux cours d'eau et aux eaux
= Acceptation publique souterraines
= Codte 10-20% des traitements = L'hyperaccumulation de contaminants dangereux pourrait étre
mécaniques toxique pour les plantes
= Le transfert est plus rapide que =  Labiodisponibilité et la toxicité des produits de dégradation ne
I'atténuation naturelle sont pas connues
= Moins de déchets secondaires = Plus lent que les traitements mécaniques
= Moins d'émissions d'air et d'eau = Potentiel d'entrée des contaminants dans la chaine alimentaire
= Les sols restent en place et sont par la consommation animale
utilisables apres le traitement = Les contaminants peuvent étre mobilisés dans les eaux

souterraines
= Peu familier a de nombreux régulateurs

Pour pallier ces inconvénients et développer avec succés une phytoextraction, la
plupart des études ont pour objectif de découvrir des plantes hyperaccumulatrices ayant
une forte production de biomasse. La transformation par génie génétique des plantes
sensibles a forte production de biomasse en plantes hyperaccumulatrices, pourrait
également étre envisagée. Pour cela, il est nécessaire de comprendre les mécanismes
biochimiques et moléculaires intervenant dans la réponse de la plante survenant lors d’un

stress aux métaux lourds [153].

Dans Dl’attente d’une meilleure compréhension des mécanismes biologiques de la
phytoremédiation, différentes stratégies sont d’ores envisageables pour tenter d’optimiser

les capacités des plantes a accumuler des métaux et radionucléides [154].

I1 y’a besoin de : soit modifier les facteurs affectant 1’absorption et la translocation
des métaux lourds, soit de développer de nouvelles plantes avec des proprietés de
phytoextraction améliorées [155] ; [156].

La sélection et le croisement traditionnel des plantes semble étre la meilleure

approche pour une phytoremédiation améliorée, les plantes qui sont capables de survivre
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sur une nutrition pauvre, dans des milieux d’enracinement acides et contaminés par les
métaux lourds possedent des traits génétiques héritables pour la tolérance a ces conditions
[157]. Le clonage moléculaire et [D’expression de génes impliqués dans
I’hyperaccumulation des métaux lourds, et des génes codant pour des enzymes dégradant

les xénobiotiques, aboutissent a une amélioration des niveaux de remédiation.

WILLIAMS et al. [158] ont montré qu’un certain nombre de genes et familles de
génes ayant un role putatif dans la compartimentation intracellulaire, par exemple dans la
vacuole ou le tonoplaste, ou dans I'efflux cellulaire d'oligo-éléments ont été identifiés, y
compris les ATPases de type CPx. LI-CHAN et al. [159] ont identifié un transporteur
d'efflux de détoxification, AtDX1, dans la membrane plasmique d’A. thaliana qui pourrait
effluer le cadmium en plus d'autres composés toxiques. Plusieurs génes d'ATPase de type
P dans le génome d'Arabidopsis codent pour des pompes de spécificité inconnue, qui
ressemblent aux pompes bactériennes transportant des métaux lourds tels que Ag, Zn, Co,
Cd et Pb, suggérant un réle similaire pour ces protéines dans le transport des métaux [63] ;
[150]; [160].
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CHAPITRE 3

PHYTOTOXICITE, HOMEOSTASIE ET TOLERANCE AUX METAUX

I. 3. 1. Phytodisponibilité des métaux lourds

La notion de phytodisponibilité découle directement de la notion de
biodisponibilité, définie comme « [D’aptitude d’un élément a étre transféré d’un
compartiment du sol vers un organisme vivant (bactérie, végétal, animal, homme) » [56] ;
[161]. Ainsi, est biodisponible pour une plante (phytodisponible), la fraction d’un élément
susceptible d’étre absorbée par les racines [162]. La phytodisponibilité des ETM est
fortement corrélée a la concentration d’espéces ioniques dans la solution du sol. Elle est
¢également largement dépendante des propriétés du sol, de I’espéce végétale considérée et

de I’élément en question [163].

Dans le sol, les métaux lourds peuvent exister sous forme d’ion libre ou sous forme
liée a des particules du sol. Cependant, un métal n’est toxique pour les organismes vivants
que s’il est biodisponible [45]. La mobilité des espéces chimiques métalliques peut étre
également définie par leur aptitude a étre transférées vers des compartiments du sol ou
elles sont moins énergiquement retenues, le compartiment ultime étant la phase liquide
représentée par la solution du sol. C’est cette derniére qui constitue le réservoir principal
d’alimentation pour les plantes [37]; [164]. La répartition des différentes formes
chimiques d’un métal dans le sol, qui réunies donnent sa concentration totale, est nommée
spéciation [165]. Cette spéciation contribue a définir la mobilité et la biodisponibilité des
ETM, et permet d’établir des perspectives de comportement et d’évolution des ETM en

fonction des conditions du milieu et de leur modification [44].

La matrice du sol, globalement chargée négativement, attire les cations en solution.
Ce sont les mineraux argileux et la matiére organique, souvent réunis pour former le
complexe argilo-humique, qui participent le plus a la charge négative du sol [165]. La
présence des charges de surface peut provenir soit de substitutions isomorphiques dans le
réseau cristallin (remplacement d’un cation trivalent par un divalent), soit de réactions
chimiques de surface dues aux variations de pH [166]. L’équilibre entre les formes libres et

fixées de I’ion va dépendre de sa biodisponibilité, directement liée a sa toxicité [45].
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Les métaux lourds peuvent étre absorbés et immobilisés par les minéraux argileux
ou également étre complexés par la matiere organique du sol en formant alors un complexe
organométallique [167] ; [168]. Ces phénoménes sont gouvernés par un ensemble de
parametres physico-chimiques tels que le pH, le potenticl d’oxydo-réduction et la quantité
de ligands disponibles [169] ; [170].

o LepH

Le pH constitue un facteur dont le role est crucial pour la mobilité des ions
métalliques, car il influence le nombre de charges négatives pouvant étre mises en solution
[163]. Les protons proviennent majoritairement de la respiration végétale et microbienne,
ainsi que de I’oxydation des sulfures. A I’inverse, ils sont consommés par 1’hydrolyse des

minéraux altérables [171].

L’augmentation du pH favorise la précipitation des ions métalliques ou leur co-
précipitation, principalement sous forme d’hydroxydes, de carbonates et de sulfures [171] ;
[172] ; [173]. En conditions neutres/alcalines, la plupart des ETM (i.e. Fe, Zn, Cd, Al, Cr,
Cu, Ni) présentent donc une mobilité basse a trés basse. A pH élevé, la spéciation des ETM
conduit a une re-solubilisation des oxydes et hydroxydes, et la plupart des ETM sont sous
forme anionique. De plus, un pH trop élevé (> 12) peut favoriser la dissolution des acides
humiques et augmenter la concentration dissoute en ETM [174]. Quand le pH diminue
d’une unité, la concentration des cations métalliques libres augmente d’environ un facteur
2 dans la solution du sol, et par conséquent améliore la phytoextraction [175] ; [176].
D’une facon générale, lorsque le pH augmente, les cations sont moins solubles et les

anions sont plus solubles [171].
o Le potentiel redox (Eh)

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériser les échanges d’¢lectrons entre les
especes chimiques [45]. En outre, I’oxydo-réduction exerce une influence sur la répartition
des ETM entre les phases liquide et solide. Le potentiel d’oxydo-réduction (Eh), est
fortement influencé par la présence ou I’absence d’oxygeéne moléculaire [177]. Les faibles
valeurs d’Eh favorisent la dissolution des hydroxydes et entrainent une augmentation de la
concentration des métaux associés avec des composants [165]. Par exemple, en conditions
réductrices, les sulfates sont réduits en sulfure, qui piege volontiers les éléments

métalliques tels que Pb, Cd, Zn [178]. Les (hydr)oxydes peuvent précipiter en piégeant les
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métaux a ’intérieur des mailles cristallines, permettant ainsi la fixation des métaux en
quantités supérieures a leurs CEC. Cette cristallisation peut avoir lieu sous I’influence des
microorganismes de genres différents tels que Thiobacillium ou encore Metallogenium
[37].

D’une fagon générale, les fortes valeurs d’Eh favorisent les espéces oxydées
(accepteurs d’¢lectrons), alors que les faibles valeurs d’Eh favorisent les espéces réduites
(donneurs d’électrons) [179]. Pour un sol donne, I’Eh varie en fonction inverse du pH, il
augmente quand le pH diminue [178]. En raison du nombre important des couples redox et
de la cinétique des réactions, I’influence du potentiel redox est souvent difficile a
comprendre [180].

o Activité biologique et ligands disponibles

D’aprés HUYNH [45], les principaux modes d’action de I’environnement
biologique sur la mobilité des polluants métalliques sont la solubilisation, 1’insolubilisation

ou complexation, et la volatilisation.

La solubilisation provient de la production de composés acides tels que les acides
carboxyliques, phénoliques, aliphatiques, nitriques et sulfuriques. Certaines bactéries
chimiolithotrophes (Thiobacillus, Leptospirillum, Galionella) oxydent les formes réduites
du fer et du soufre contenues dans les sulfures et produisent de I’acide sulfurique
susceptible de dissoudre les silicates, les phosphates, les oxydes et les sulfures, libérant
ainsi les métaux lourds. Les champignons et les racines des plantes excrétent, eux aussi,
des acides afin d’augmenter leur absorption de nutriments, ou tout simplement comme
déchets métaboliques [165] ; [178] ; [181]. Selon sa nature, le métal est associé a la matiére
organique sous forme de carbonates, de sulfures ou sous une forme correspondant a des

états chimiques tres stables [182].

L’insolubilisation peut résulter d’une association des ions métalliques avec des
ligands inorganiques (anions majeurs tels que les carbonates, chlorures et hydroxydes) ou
organiques [177]. Des acides organiques de faible masse moléculaire, comme les acides
oxalique, citrique ou fumarique qui interviennent dans la complexation intracellulaire
d’éléments nutritifs, peuvent étre sécrétés dans le milieu extérieur, ils limiteraient de ce
fait, les transferts par des processus de complexation [45]. Les exsudats racinaires tels que
les phénols ou les acides aminés (phytosidérophores) ont la capacité de former des
complexes solubles avec les ETM tels que Fe, Mn, Cu, Zn ou Pb, accroissant ainsi leur
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mobilité dans la rhizosphére [183] ; [170]. De plus, 1’exsudation d’acides organiques dans
la rhizosphéere peut influencer les processus d’adsorption/désorption des ETM par
compétition de ces composés chargés négativement avec les anions métalliques [184].
Les exo-polysaccharides des bactéries peuvent insolubiliser les métaux, et entrainer une
réduction de leur teneur dans les plantes [185]. Les organismes et les microorganismes
eux-mémes peuvent influencer la disponibilité des métaux lourds dans leur environnement
proche, par acidification locale lors d’une réaction métabolique, ou par la production de
composés complexant les métaux lourds [186]. La complexation organique a tendance a

accroitre la solubilité des ETM, et a favoriser leur maintien en solution.

La volatilisation repose sur 1’action directe de certains microorganismes sur le
degré d’oxydation de I’espéce métallique. C’est le cas du mercure, de 1’arsenic et du
sélénium (Se). La biométhylation permet le transfert de groupements méthyl directement
aux atomes Pb, Sn (étain), As, Sb (antimoine) et Se, permettant leur volatilisation dans

I’atmosphere [45].

La température du sol agit sur les réactions physico-chimiques, et donc sur la
mobilité des éléments. L'augmentation de la température du sol conduit généralement a une
absorption plus importante de composés métalliques par la plante [187]; [188].

Tableau 1. 3. 1. Localisation et mobilité des métaux dans le sol (MAHAR et al., 2015)
[189].

Localisation Mobilite
Immobile Peu mobile Trés mobile
Solution Dissous
Minéraux argileux Adsorbés (complexes Adsorbés (complexe
a sphere interne) a sphére externe)

Oxydes et hydroxydes Meétaux a I'intérieur desAdsorbés (complexes Adsorbés (complexes réseaux
de Fe, Al, Mn cristallins a sphere interne) a sphere externe)
Carbonates Métaux a I'intérieur des Métaux a la surface des

réseaux cristallins réseaux cristallins
Substances humiques Adsorbés (complexes Adsorbés (complexes

a sphére interne) a sphére externe)

Les complexes a sphere externe désignent les ions qui conservent leur entourage de molécules
d’eau (sphere d’hydratation) lors du processus d’adsorption. Ces ions sont moins fortement liés,
donc plus mobiles, que ceux qui forment des complexes a sphére interne, c’est-a-dire qui ne

conservent pas leur sphére d’hydratation lors de [’adsorption (DONG et al., 2015) [190].
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I. 3. 2. Homéostasie des métaux lourds : Entrée, dynamigue et spéciation

Les cellules ont développé des systemes tres efficaces de contrdle de la
concentration en métaux permettant un apport suffisant et une élimination efficace de
I’exces pour maintenir I’intégrité cellulaire. L’homéostasie correspond a un subtil équilibre
gouverné par cette dualité des métaux, a la fois essentiels a 1’état de traces, et toxiques
lorsqu’ils sont présents en quantités excessives [191]. Les plantes sont exposées aux
métaux de deux facons : par les parties aériennes ; a partir de particules en suspension dans

I’air ou de composés dissous dans 1’eau, et par les racines [192].

I.3.2.1. Entrée

Les métaux lourds, sous forme de poussiére 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. La
perméabilité de la cuticule est plus élevée au niveau des cellules stomatiques [193]. Par
exemple, pour le plomb, la majorité de ce métal est lessivée, mais une partie va s’adsorber
aux lipides épicuticulaires, et étre absorbée par les feuilles [194]. La capacité des plantes a
absorber le plomb disponible via leurs feuilles dépend a la fois de 1’age de celles-ci, mais
également de leurs morphologies. Les feuilles pubescentes ont, en particulier, la capacité
de fixer et d’absorber ce plomb [195]. Dans le cas de « légume-feuilles », comme
I’épinard, ou de céréales, comme le blé, exposés a de fortes retombées atmosphériques, la
quantit¢ de métal absorbée par les parties aériennes peut atteindre jusqu’a 95 % de la
quantité totale absorbée [196]. Une étude a tenté d’estimer la proportion de cadmium
retenue par les feuilles par rapport a celle absorbée par les racines en utilisant un tracage
isotopique par du '®°Cd, dans un contexte de sols agricoles non contaminés soumis a des
retombées atmosphériques diffuses, 20% (pour le grain de blé) & 60 % (pour le chou) du

cadmium total du végétal non lavé provenait des retombées aériennes [197].
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Figure I. 3. 1. Absorption foliaire des métaux lourds (SHAHID et al., 2016) [198].

La racine est le principal organe responsable de lI'admission des éléments dans la
plante [199]. Les racines captent des substances métalliques par diffusion créant alors,
autour d'elles, un gradient de concentrations [200]. Deux mécanismes expliquent la
pénétration des ions dans les racines : I'absorption passive et l'absorption active. Le
transport d'un ion est dit actif lorsque le potentiel électrochimique de I'ion, dans le sol, est
plus faible que celui de la plante. Inversement, le déplacement de I'ion contre ce gradient

de potentiel électrochimique est un processus passif [201].

I1 est nécessaire que 1’élément passe en solution pour étre absorbé par la racine. On
estime que pour la majorité des métaux et métalloides, le prélevement se fait sous des
formes ioniques : cationiques (Zn?*, Pb?*, Cd?") ou anioniques (H2S04%) [202]. Dans des
cas particuliers, des complexes inorganiques et/ou organiques semblent jouer un réle dans
le prélevement des métaux. Par exemple, une augmentation du prélevement de Cd est
observée en présence de chlorures, suggérant que : soit les complexes CdCI* et CdCl; sont
directement absorbés, soit ils pourraient participer a la diffusion vers les racines [203].
Le plomb, pénétrait dans le systeme racinaire de facon passive et suivait le systeme de
conduction de I’eau. Cette absorption n’est pas uniforme le long de la racine, puisqu’il
existe un gradient de concentrations en plomb dans les tissus a partir de 1’apex, qui est la
zone la plus concentree [204] ; [205]. Les tissus jeunes, et en particulier la zone apicale (en

dehors de la coiffe) ou les cellules possédent des parois encore fines, sont les zones
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absorbant le plus de plomb [204]; [205]; [206]. Cette région apicale correspond
également a la zone ou le pH rhizosphérique est le plus bas. Ce pH bas favorise la
solubilité du métal et conduit a une élévation locale de la concentration en plomb dans la
solution du sol [207] ; [208].

A Tintérieur de I’endoderme, les ETM se déplacent de cellules en cellules par
I’intermédiaire des plasmodesmes [192]. Aprés I’entrée symplastique dans le xyléme, les
métaux lourds sont ensuite, transportés vers les parties aériennes par le courant

transpiratoire [209].

3. 2. 2. Dynamique des métaux dans la plante : De ’exclusion & ’hyperaccumulation

Selon BAKER ET WALKER [210], les plantes peuvent étre classées en quatre
groupes en fonction du facteur de translocation des éléments métalliques : les excluantes,

les indicatrices, les accumulatrices et les hyperaccumulatrices.

Dans le cas de I’exclusion « rejector », la concentration des métaux dans les feuilles
est maintenue a un niveau faible et constant jusqu’a ce qu’une concentration critique dans
le sol soit atteinte. Au-dela de cette concentration critique, le métal est massivement
transporté dans les parties aériennes de la plante, et provoque des dégats liés a sa toxicité.
La stratégie d’exclusion, adoptée par les espéces tolérantes, consiste a réduire 1’absorption
des métaux par les racines et leur transfert vers les parties aériennes, en les immobilisant a
I’extérieur ou a ’intérieur des racines, dans ce cas, le métabolisme de la plante n’est pas
modifié [122]. La formation de plaques d’oxydes et d’hydroxydes de fer a la surface
racinaire est assez courante. Du fait de leur capacité d’adsorber de grandes quantités de
métaux, ces plaques limitent la pénétration des métaux dans la racine [211]. Cependant,
dans le cas du plomb, ces plagues semblent jouer un rble de barriere physique moins
important que pour d’autres métaux [212]. Les mycorhizes peuvent également modifier
I’adsorption des métaux a la surface des racines [213]. En effet, les métaux se lient aux
parois des hyphes fongiques qui constituent une barriere supplémentaire protégeant le

systeme racinaire du plomb [207].

Dans le cas de I’indication « indicator », le prélevement des métaux et leur
transport jusqu’aux feuilles se fait de manicre passive. Les concentrations internes refletent

exactement les concentrations externes [210].
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Dans le cas de I’accumulation «accumulator », les métaux sont activement
concentrés a I’intérieur des tissus de la plante. La stratégie d’accumulation consiste a
transférer des métaux absorbés vers les organes aériens. Ainsi, le rapport entre la teneur en
métaux dans les organes aériens, et celle dans les racines, donne-t-il une indication sur le

mécanisme physiologique adopté par I'espece végétale [121] ; [122].

Les plantes « hyperaccumulatrices» peuvent contenir plus de 1 g/kg d’un élément
trace dans les parties aériennes [121]. Ces plantes développent une réponse physiologique

spécifique qui permet I’hyperaccumulation et la prévention de la toxicité des métaux [122].

I. 3. 2. 3. Spéciation

Les plantes modifient les propriétés physico-chimiques et la composition
biologique de la rhizosphére a travers un ensemble de mécanismes susceptibles de modifier
la spéciation des éléments métalliques. Les principales modifications exercées par les
racines : 1’acidification de la rhizosphére, I’exsudation de composés organiques, et la

formation de plaques ferriques.

Afin de maintenir I’homéostasie des métaux, la plupart des organismes utilisent une
combinaison des deux systémes. L’import d’un ion peut étre régulé soit par inhibition de la
machinerie d’import, soit en rendant le métal indisponible a 1’absorption. Des systémes

d’efflux permettent de réduire I’accumulation intracellulaire de métaux lourds [191].

Les métaux peuvent étre évacués de la vacuole vers le cytoplasme, ou du
cytoplasme vers ’apoplaste, et a partir de 13, leur relachage est possible vers le milieu
environnant. Ce relachage est probablement non métabolique (passif). Les métaux relachés
dans la rhizosphére le sont sous forme complexée ou libre. Les métaux sous forme gazeuse
comme le mercure peuvent également fuir a travers les stomates des feuilles dans D’air,

lorsque celles-ci sont ouvertes [194].

L’accumulation des métaux dans les feuilles agées, juste avant leur abscission
diminuerait les concentrations métalliques dans la plante. En général, la concentration dans
les feuilles augmente avec 1’age. Chez Armeria maritima subsp. halleri, dans les feuilles
marron (les plus agées), les concentrations en Cu, Cd, Zn et Pb sont 3 a 8 fois plus élevées
que celles des jeunes feuilles [214]. Une accumulation de Cd a été également observée

dans les trichomes de plusieurs espéces [106].
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I. 3. 3. Phytotoxicité des éléments métalligues

I.3.3.1. Au cours de la germination

Les métaux se trouvent normalement aux concentrations les plus élevées dans les
racines et aux plus faibles concentrations dans les tissus reproducteurs [215] ; [216], du fait
qu’ils sont séquestrés dans les vacuoles des tissus des racines et des pousses, et leur
disponibilité subséquente dans le symplaste peut étre faible. On pense que le transport
minéral vers les graines se fait uniqguement par le phloeme, car le mouvement de la seve du
xyleme est entrainé par la transpiration, qui est limitée par I'imperméabilité du tégument
[217] ; [218].

L’afflux de métaux dans les graines intactes et matures a travers le tégument est
limité, ce qui confirme que les graines représentent une partie hautement protégée du cycle
de vie de la plante, et qu’elles fournissent une protection importante contre le stress
abiotique [219].

Bien que le tégument procure une certaine protection contre le stress métallique
avant la germination, il finira par se fissurer ou devenir plus perméable lors de la
germination. La littérature actuelle suggere que la germination des graines est affectée par
les métaux de deux facons : premiérement, par leur toxicité générale, et d'autre part, par
leur inhibition de Il'absorption d'eau. La plupart des recherches montrent que chez de
nombreuses especes, la pollution par les métaux entraine une réduction de la germination

positivement corrélée a 1’augmentation des concentrations [220] ; [221].

Certains métaux tels le Cd et le Cu interferent avec I'absorption d'eau, alors pour
gu'une graine puisse germer, le potentiel hydrique de lI'embryon doit passer un seuil
critique. Le potentiel hydrique des graines s’est montré étroitement li¢ aux changements de
la vitesse et du pourcentage de germination, et affecte également la vitesse de levée de
dormance [222] ; [223]. Par exemple, chez Dorycnium pentaphyllum, il a été montré que le
Cd inhibe I'imbibition des graines, et ensuite, réduit la teneur en eau des jeunes pousses
[38]. Une absorption réduite d'eau a également été rapportée pour les graines de sorgho
[224], et pois [225] exposées au Cd, et a la germination des graines de riz aprés traitement
au Cu [226].

Selon LI et al. [220], les effets inhibiteurs des métaux sur la germination sont

réversibles dans certains traitements métalliques et irréversibles dans certains d’autres, En
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fait, les effets toxiques du Cu sur la germination des graines d'Arabidopsis étaient

réversibles apreés ringage des graines.

En étudiant les effets des métaux essentiels (Cu et Zn) et non essentiels (Hg, Pb et
Cd) sur la germination des graines et la croissance des plantules chez Arabidopsis, LI et al.
[220], ont montré que les concentrations d’ordre milli-molaire réduisent les taux de
germination, la croissance des pousses est généralement plus sensible a la toxicité des
métaux que la germination des graines, sauf pour le Cd, qui inhibait les deux a la méme
concentration. En outre, la croissance des radicules et de I'nypocotyle a été séverement
atteinte et complétement inhibée par des concentrations relativement faibles, et qui ont eu

peu d'effet sur la germination.

Il existe des variations inter et intra-spécifiques de la germination des graines et de
la réponse des plantules au stress métallique. Cependant, les données limitées disponibles
suggeérent qu'il existe une tendance selon laquelle les graines de plantes tolérantes aux
métaux peuvent généralement germer a des concentrations de métaux plus éleveées, et que
les micronutriments essentiels causent des dommages uniquement a des concentrations

relativement élevées, comme indiqué pour le Zn et le Ni [227] ; [221].

Les graines contiennent des enzymes et des protéines liées a la membrane, mais de
nombreux types de graines accumulent également des protéines en tant que réserves de
stockage importantes. Les protéines peuvent subir une modification oxydative par réaction
directe avec les ROS (Reactive oxygen Species), et aussi par interaction avec les produits
aldéhydiques de la peroxydation lipidique. Les aldéhydes produits par peroxydation
lipidique peuvent initier des réactions de Maillard (brunissement), par condensation non
enzymatique avec des groupes amino libres de protéines, ou d'acides nucléiques [221].
Certaines enzymes telles la glutathion réductase (GR), la catalase (CAT) et l'ascorbate
peroxydase (APX) semblent étre trés sensibles aux produits Maillard, ce qui réduit la

capacité de réparer les dommages oxydatifs pendant la germination [228].

Beaucoup des effets toxiques des métaux résultent des dommages oxydatifs
découlant de la géneration de ROS [229] ; [230]. Les ROS peuvent réagir avec les acides
nucléiques, affectant ainsi le code génétique de l'embryon, et peuvent réagir avec les
réserves des graines telles que les protéines et les lipides. Par conséquent, les ROS peuvent
compromettre la germination et ['établissement des jeunes plants avec des effets

potentiellement mutagenes sur la génération suivante de plantes [221].
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L'exposition aux metaux induit I'inhibition des protéases neutres, acides et alcalines
au cours des premiers stades de germination des graines chez certaines céréales et

Iégumineuses, ce qui correspondait a I'accumulation d'inhibiteurs de la trypsine [231].

La phytotoxicité des concentrations excessives de métaux est, en partie, due aux
dommages causés aux acides nucléiques dans les graines en développement ou en
germination. En fait, en plus des modifications des bases, la liaison du métal au noyau
cellulaire provoque d'autres dommages pro-mutagénes, y compris la réticulation inter et
intramoléculaire de I'ADN et des protéines, les ruptures des brins d'ADN, les

réarrangements et la dépurination [156].

I. 3. 3. 2. Au cours de la croissance

Plusieurs métaux se retrouvent en méme temps dans les sols pollués. Cette
coexistence peut jouer un role dans I’intensité de leur phytotoxicité. Le danger des métaux
réside non seulement dans les dommages cellulaires qu’ils peuvent occasionner, mais
également dans les déséquilibres nutritionnels [232] ; [233] engendrés en entrant en
compétition avec d’autres éléments essentiels [234]. Le cuivre, le nickel et le cadmium
peuvent provoquer des carences en d’autres cations (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn) en interagissant
avec ces derniers au niveau des rhizosphéres [235]. La grande affinité du mercure pour les
groupements thiols provoque un déplacement des métaux essentiels de leurs sites de liaison
[236]. Ceci peut provoquer un arrét partiel ou complet du métabolisme cellulaire (arrét de
certaines activités enzymatiques, déstructuration des protéines ou de I’ADN, perturbation

de I’équilibre osmotique ou création d’espéces activées de 1’oxygeéne...) [191].

CSEH [237], montre qu’aucun transporteur spécifique de métaux lourds n’a pour
encore eté identifié, et en raison de la similarité chimique (méme taille) existant avec
d’autres cations, il est probable qu’ils peuvent utiliser les mémes systemes de transport de

ces cations.

L’effet le plus habituel et le moins spécifique des métaux lourds consiste en une
réduction de la croissance des différentes parties de la plante [209]. La phytotoxicité des
métaux lourds peut étre occasionnée directement ou indirectement sur tous les processus
physiologiques végetaux [238] ; [239]. Les effets toxiques préliminaires sur les plantes
sont : la catalyse des enzymes [240] ; [241], la dégradation de la membrane cellulaire

[242], et I'inhibition de la croissance des racines [243], [244]. Ces changements causent de
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nombreux effets secondaires comme [l'inhibition de la photosynthese [245]; [246], le
déséquilibre hormonal [247], et certaines déformations structurales des plantes [248].
Selon I’importance du stress, les feuilles peuvent présenter une chlorose due a la fois a une
perte de chlorophylle, a une relative augmentation des taux de caroténoides, et a une
déficience en fer [246]. Dans les cas les plus séveres, une apparition de tches nécrotiques
est observée [249]. La diminution de la conductivité hydraulique racinaire induite par les
métaux est souvent associée a la fermeture des stomates ; entrainant ainsi une réduction de
la transpiration [250] ; [251] ; [252]. Les métaux induisent également un abaissement de la
photosynthese qui résulte soit d’un effet direct sur le transport des électrons et les enzymes
du cycle de Calvin (en particulier de la Rubisco), soit d’un effet indirect, en raison d’une
diminution de la teneur en chlorophylle [253] ; [254] ; [255], et modification de la structure
des chloroplastes [256] ; [257].

Le cadmium est un métal de transition purement toxique pour la cellule. Sa
solubilité ¢€levée fait de lui I’'un des métaux lourds les plus dangereux aprés le mercure
[258]. Chez les plantes, le cadmium n’a aucune fonction biologique connue [259], et il est
toxique a de faibles concentrations [260]. Le cadmium et le zinc partagent des propriétés
physiques et chimiques et sont souvent associés dans les minerais. Des interactions, tantdt
antagonistes tantot synergiques, sont fréquentes entre ces deux métaux. Plusieurs études,
ont montré, par exemple, que le zinc pouvait diminuer 1’absorption du cadmium par la

plante [261].

Le ralentissement de la croissance racinaire par le Pb, et les métaux lourds en
général [262], peut résulter d’une inhibition de la division cellulaire [263] ; [264] ; [265].
D’autre part, la présence de Pb induit indirectement une contrainte oxydative et par

conséquent, la production d’espéces activées de 1I’oxygéne (ROS) [266].
o Induction des especes réactives de [’oxygene

Les ions métalliques peuvent étre tres toxiques en activant les formes réduites de
L’oxygene aboutissant a la formation accrue des espéces réactives de 1’oxygene ou ROS
[265] ; [266] ; [267] ; [268]. Ces derniéres réagissent avec les macromolécules telles que
les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Les ROS altérent la composition lipidique
des membranes plasmiques ce qui est a l'origine d'une peroxydation membranaire. Ils sont
a l'origine d'une activation ou une désactivation de plusieurs enzymes tels que les enzymes

intervenant dans le métabolisme oxydant. Au niveau du noyau, les ROS entrainent des
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dommages au niveau de I'ADN d'ou une stimulation de la synthese des poly (ADP-ribose)
et une modification de I'expression de genes. Il peut en résulter une altération des fonctions
vitales de la cellule, conduisant parfois a sa mort [156] ; [192]. Lorsque la quantité de ROS
générée dépasse les capacités antioxydantes de 1’organisme, la toxicité des ROS s’exprime
par de nombreux aspects, et en particulier, par la perturbation de nombreux processus
physiologiques comme la photosynthese [269] ; [270]. Cette toxicité s’explique par la

réactivité des ROS, en particulier celle de I’OH:, envers les macromolécules biologiques.

Le role des métaux lourds dans la formation des ROS est lié a leur capacité a exister
sous différents états d’oxydation. En effet, les cations d’¢léments comme Fe, Cu, Cr ou Mn
sont capables de céder un ou plusieurs électrons susceptibles de réduire 1’oxygéne et ses
dérives. Les radicaux libres sont des espéces chimiques neutres ou chargées présentant
dans leur orbite électronique externe un électron non apparié dit célibataire. Le radical libre
est instable et trés réactif et pour devenir stable, il doit apparier son électron ou bien céder
le sien a une autre molécule. Chacune de ces réactions aboutit a la formation de nouveaux
radicaux libres. Dans les cellules végétales, les chloroplastes, les mitochondries et les
peroxysomes sont les principales sources génératrices des ROS [271] ; [272] ; [273].

Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui possedent un électron célibataire
qui, parce qu’il n’est pas apparié¢ a un autre électron de spin opposé, confére a la molécule
une trés forte réactivité. Le radical hydroxyle OH, produit au cours de cette réaction, est

un puissant agent oxydant [112].

Par ailleurs, méme des métaux qui n’existent que sous un seul état d’oxydation, tels
que le cadmium et le nickel par exemple, peuvent induire une accumulation de ROS pour
trois raisons : une perturbation de certaines voies métaboliques, une inactivation et un
«down régulation » des enzymes du systéme anti-oxydant, ou un épuisement du stock de
molécules de faible masse moléculaire comme 1’ascorbate, le glutathion, la vitamine E ou

les caroténoides, qui présentent des capacités anti-oxydantes [192].

Plusieurs auteurs ont montré que les métaux lourds (Cd?*, Pb?*, Cr3*, Cu?*, Co?*,
Zn?*, Ni?*, Hg?") causent des aberrations chromosomiques en induisant des micronoyaux,
des ponts et des fragments de chromosomes [274] ; [275] ; [276] ; [277]. lls altérent le
fonctionnement du fuseau mitotique et leur interférence avec la division cellulaire peut

induire une inhibition de I’¢longation racinaire [278] ; [279].
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L'ADN est une molécule tres sensible a l'attaque par les ROS générés par les
métaux lourds. Cing classes principales de dommages oxydants via OH® peuvent étre
induites, parmi lesquelles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-

caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines [280].

I. 3. 4. Tolérance aux métaux

I.3.4.1. Tolérance au cours de la germination

Les graines mises en germination en présence d’exces d’¢léments métalliques
réagissent par deux stratégies majeures : la chélation et la séquestration et/ou induction du

systeme anti-oxydant pour les métaux causant un stress oxydatif.

Les principaux chélateurs de métaux dans les graines semblent étre les ferritines et
les métallothionéines, avec moins de rapports sur I'implication des acides aminés ou des
acides organiques dans la chélation des métaux dans les graines. Les ferritines sont une
famille de protéines de stockage du fer présentes dans les plantes, les animaux, les
bactéries et les champignons [281]. Chez les plantes, ils se trouvent dans les chloroplastes
et s'accumulent dans les plastes non verts de la tige, de I'apex des racines, des graines et
des nodules [221]. BRIAT ET LOBREAUX [282], rapportent que I'abondance d'une sous-
unité de ferritine (FER2) dans les graines augmente pendant la maturation, mais est ensuite
dégradee pendant la germination. Ceci a conduit a I'nypothese que la ferritine des graines
représente un pool de Fe, qui est mobilisé pendant la germination pour fournir du Fe requis
pour les protéines contenant du Fe impliquées dans la photosynthése. Les preuves de la
présence de phytochélatines dans les graines sont rares, ce qui reflete peut-étre les faibles

niveaux de métaux dans les graines par rapport aux autres tissus [221].

Une petite molécule qui peut avoir une importance en tant que chélateur des
métaux, en particulier dans les graines, est l'acide phytique (myo-inositol hexa kis
phosphate). L'acide phytique est la principale forme de stockage de P dans les graines,
représentant 50 a 80% de la teneur totale en P des graines matures. L'acide phytique est un
anion a pH physiologique, et en tant que tel, est capable de chélateur les cations nutritifs
tels que K, Mg, Ca, Fe, Zn et Mn ; le complexe de phytate est ensuite séquestré dans des
vacuoles de stockage de protéines jusqu'a ce qu'il soit utilisé pour la germination et la

croissance des plantules [221].
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Selon DORIA et al. [283], la chélation de Fe empéchera la genération de ROS via
la réaction de Fenton, et I'acide phytique peut alors fournir une protection contre la toxicité
des métaux dans la graine. A l'appui de cette hypothése, un mutant de mais défectueux
dans la synthese de I'acide phytique au cours de la maturation des graines, a montré des

niveaux accrus de H2O; et de teneurs élevés en Fe libre dans la graine.

L'ascorbate (AsA) et le GSH sont les principaux antioxydants a petites molécules
présents dans les plantes et jouent un rdle clé dans I'hnoméostasie des ROS. Pendant la
germination des graines et la croissance des plantules en présence de métaux, des
changements dans les niveaux d'AsA et de GSH ont été rapportés. Par exemple, 1’ascorbate
(AsA) a augmenté dans les pousses de riz sous contrainte de Ni, alors que les
concentrations de GSH sont diminuées. En dépit d'une augmentation des activités des
enzymes du cycle ascorbate-glutathion, cela s'est accompagné d'une baisse du rapport de
I'AsA et du GSH réduits a leurs formes oxydées correspondantes, le deshydro ascorbate et

le disulfure de glutathion, respectivement [227].

Dans les semences, les preuves sont rares, ce qui indique que le principal moyen de
faire face au stress des métaux est d'employer des stratégies d'évitement. Des changements
dans le systéme antioxydant ont été plus largement rapportés chez les pousses aprés la
germination et la croissance en présence de métaux, et le modéle de réponse antioxydante
aux métaux semble varier en fonction du type et de la concentration des métaux, ainsi que

des especes vegétales [221].

I. 3. 4. 2. Tolérance au cours de la croissance

o Protection pariétale et contrdle plasmique

Les différents groupements chimiques de la paroi peuvent, participer a différentes
réactions incluant les échanges ioniques, 1’adsorption, la complexassion, la précipitation ou
la cristallisation, permettant la séquestration des ETM dans la paroi lors d’un stress
métallique [284].

Chez Sedum alfredii tolérant au Zn [285], et chez Silene vulgaris, la tolérance
repose sur la capacité de la plante a maintenir son intégrité membranaire [286]. Il existe de
nombreux transporteurs intervenant dans le déplacement des éléments métalliques dans les
cellules végétales. Certains permettent aux ions métalliques de traverser la membrane

plasmique, tels que les CNGC, ZIP, NRAMP et les pompes ATPases de type P. Une fois
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entrés dans la cellule, ces éléments peuvent étre chélatés ou non a des molécules comme le
GSH ou les PCs et sont pris en charge dans le symplasme ou stockés dans des vacuoles
grice a d’autres transporteurs, tels que des CDF, des antiports cation/H" et des

transporteurs ABC [43].
o Induction du systeme antioxydant

Le stress oxydant; conséquence naturelle du métabolisme de 1’oxygene, est
normalement contrélé par des systemes endogenes de défense antioxydante. Les
antioxydants cellulaires peuvent étre enzymatiques ou non-enzymatiques [287].
HALLIWELL ET GUTTERIDGE [288] appellent antioxydante «toute molécule qui,
présente en une faible concentration par rapport a celle d’un substrat oxydable, retarde ou

empéche significativement I’oxydation de ce substrat ».

o Principaux antioxydants enzymatiques
Les cellules végétales possedent de nombreuses voies de dégradation enzymatique
des ROS. Certaines enzymes n’utilisent pas de co-substrat pour réduire les ROS. Au
contraire, d’autres utilisent plusieurs co-substrats dont certains antioxydants (ASC, GSH)
[207]. Trois activités enzymatiques clefs occupent une place centrale dans les mécanismes
de détoxication des ROS : il s’agit des superoxyde-dismutases (SOD), des catalases (CAT)
et des peroxydases (POX).

Les superoxyde-dismutases (EC 1.15.1.1) sont des métallo-enzymes se retrouvant
dans I’ensemble du monde du vivant, mis a part dans quelques microorganismes [289]. Les
POX (EC 1.11.1.x) sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques catalysant la
réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs
d’¢électrons. Dans certaines conditions, une partie des POX (classe I et III) peut avoir une
activité similaire a la catalase (catalase-like), c’est-a-dire qu’elles possédent la capacité de
réduire I’H202 en absence de co-substrat [290]. Les catalases (EC 1.11.1.6) sont des
enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la dismutation du peroxyde
d'hydrogene [270].

o Principaux antioxydants non enzymatiques
L’acide ascorbique ou vitamine C (ASC) ; un des principaux acides faibles de la
cellule végétale [291] ; [292]. Le glutathion ; un thiol tres abondant se retrouvant de fagon

ubiquitaire chez les plantes, les animaux et les végétaux [293]; [294]. La vitamine E
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désignant un groupe de composes lipophiles possédant I’activité biologique de 1’a-
tocophérol. Ce groupe comprend les a-, B-, y-, et o-tocophérols et les a-, B-, y-, et o-
tocotrienols. Des huit molécules composant le groupe de la vitamine E, 1’a-tocophérol
posséde la plus grande activité biologique [295]. Les caroténoides ; pigments végétaux
lipophiles formant une famille de plus de 600 molécules. Les caroténoides associés au PSlI
ou a I’antenne collectrice, participent a la protection de I’appareil photosynthétique contre

les ROS [296] ; [297].
o Réles physiologiques des ROS et signalisation oxydative

En dehors des mitochondries, chloroplastes et peroxysomes, des quantités
importantes de ROS (en grande partie de I’H20>) sont produites au niveau des parois. Cette
libération localisée d’H20> répond a deux roles contradictoires. D une part, elle contribue a
un relachement pariétal permettant la croissance cellulaire [298] ; [299]. D’autre part, elle
limite 1’élongation cellulaire en favorisant la rigidification pariétale par lignification [298].
Les ROS jouent un role important dans le systéeme de défense contre les pathogénes [300]
et permettent la lignification et le déclenchement d’autres processus comme la mort
cellulaire programmée [301]. Elles jouent le role d’une molécule signal et alertent la
cellule de la présence du stress environnant [302]. Au contact de certains champignons ou
bactéries, différentes enzymes apoplastiques ou membranaires produisent une flambée
oxydative [303]; [304]; [305]. Cette flambée contribue a détruire une partie des
microorganismes et entraine toute une série de mécanismes de signalisation permettant a la

plante de mettre en place des systéemes de défense [207].

Les ROS participent également a des processus physiologiques comme la fermeture
des stomates [306], le gravitropisme[307], la subérisation des cellules épidermiques [308],

ou encore la régulation des canaux calciques et potassiques [309].

FOYER ET NOCTOR [310], ont proposé de réévaluer le concept de stress oxydatif
en distinguant la signalisation oxydative du stress oxydatif. En effet, la flambée oxydative,
induite par différents stress, modifie le statut redox cellulaire. Ce mécanisme de
réduction/oxydation agit comme un « interrupteur » de I’activité de nombreuses enzymes
intervenant notamment dans les événements de signalisation (protéines kinases) et dans le

contréle du cycle cellulaire [207].
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Les ROS et le statut redox participent ainsi, par I’intermédiaire de cette régulation
redox, ou par d’autres mécanismes, a 1’activation de nombreuses cascades de transduction
du signal (protéines kinases, signalisation calcique). Le statut redox est considéré comme
un véritable senseur de 1’état physiologique de la cellule, toute flambée oxydative étant la
conséquence indirecte d’un stress. La redondance des systémes de production de ROS et
des systémes de détoxication permet une régulation fine du signal transmis et une réponse
appropriée de la cellule. En fait, méme s’il existe des mécanismes de réponses communs, il
apparait que les voies de signalisation ne sont pas régulées de la méme facon pour les
différents types de stress. En effet, les cellules ne répondent pas d’une fagon identique a un

stress biotique ou abiotique [207].

En résumé, le systéme antioxydant cellulaire maintient I'noméostasie redox
intracellulaire, en prévenant l'accumulation de ROS toxiques, tout en permettant la

signalisation via les ROS [311].

Niveau Physiologique
des ROS
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. mos | \_antioxyoants |
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Figure 1. 3. 2. Schématisation de la balance entre les ROS et les antioxydants (POURRUT,
2008) [298].

o Chélation et compartimentation cellulaire

Une stratégie pour que les cellules neutralisent les ions non-essentiels et I'excés des

ions essentiels, est la synthése de ligands organiques intracellulaires, qui assurent la
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complexation et donc la détoxication de nombreux ions métalliques. Chez les plantes, il

existe plusieurs types de ligands : polypeptides et acides organiques aminés [112].

Les phytochélatines (PCs) sont des structures composées de deux a 11 répétitions
du dipeptides y-GluCys. Elles possédent en C-terminal, un acide amine variable : glycine,
y- alanine, serine ou acide glutamique [312], et sont classées en fonction de cet acide
aminé terminal. La synthése des PCs est induite par de nombreux métaux [313] ; [314]:
ceux-ci se lient & une enzyme constitutive, la phytochélatine-synthase (PC synthase) [315],
qui catalyse la biosynthese de la PC a partir du gluthation (GSH). L'expression de la
phytochélatine-synthase a été signalée dans les feuilles, les racines, les tiges et les
cotylédons d'Arabidopsis, ainsi que dans les racines et les tiges des plants de tomate [316].
Les phytochélatines jouent un role dans la détoxication des métaux par des ions
métalliques chélatants, et les complexes phytochélatine-métal sont transportés dans la
vacuole par lI'intermédiaire de transporteurs ATP-dépendants [312] ;[317]. Par exemple une
molécule de PC se lie & un ion Pb?" [318]. Les complexes PC-métaux lourds peuvent
ensuite, étre séquestrés dans les vacuoles [312]; [314]. Le cadmium forme avec les
phytochélatines des complexes de faible masse moléculaire (Low Molecular Weight
(LMW). Le complexe PC-Cd (LMW) n’affecte pas le métabolisme au niveau du

cytoplasme.

Le glutathion (GSH ; y-glutamyl-cysteinyl-glycine) est un tri-peptide synthétisé,
dans le cytosol et les chloroplastes [319], a partir de molécules de cystéine et de glutamate,
par deux enzymes : 1’y-glutamylcystéine synthétase (y-ECS), et la glutathion synthétase
(GSHS) [320]. Le GSH peut former des complexes avec les ions métalliques comme le Pb
ou le Cd [321]. Cette réaction de conjugaison se fait grace a une enzyme ; la glutathion-S-
transférase (GST) [322] ; [323].

Les métallothionéines (MTs) sont des protéines de faible poids moléculaire (6-
7KDa) riches en résidus cystéines présentant trois motifs conservés : Cys-Cys, Cys-X-Cys
et Cys-X-X-Cys. La transcription des génes de MT est induite par les métaux lourds via
des « Metal Response Element » (MRE) qui sont présents en une ou plusieurs copie(s) au
niveau du promoteur proximal de ces génes [324]. Les métallothionéines sont codées par
des geénes qui sont classes en deux groupes (MT1 et MT2). Chez certaines plantes
supérieures, incluant A. thaliana, on a remarqué I’existence de deux autres types de

metallothionéines, MT3 et MT4 en plus des classes 1 et 2 de métallothionéines [325].
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En raison de la réactivité des ions métalliques avec les atomes de soufre, d’azote et
d’oxygene, les acides carboxyliques et les acides aminés sont des chélateurs potentiels : les
acides carboxyliques, les acides organiques comme le citrate, I’oxalate ou le malate, et les
acides aminés comme 1’histidine et la proline. Ils peuvent avoir un rdéle important dans la
tolérance des plantes aux métaux, et dans la détoxification de ces éléments [318] ; [326];
[327]. A titre d’exemple, des complexes Cd-citrate ont été identifiés dans la séve

xylémique collectée chez la tomate traitée par le cadmium [328].

Une des hypotheses les plus fréquentes pouvant expliquer le phénomene de
tolérance serait attribuée a la compartimentation accrue des métaux lourds sous forme
ionique dans la vacuole, grace a plusieurs familles de transporteurs protéiques. Par
exemple, un transporteur tonoplastique appartenant a la famille des protéines GTP a été
identifié chez un écotype de Silene vulgaris tolérant au zinc. Le transport de zinc sous
forme ionique dans les vacuoles dépend de la présence de magnésium et de GTP, et permet

la détoxication du zinc plus rapidement que chez 1’écotype sensible [329].

Aprés chélation du cadmium, le complexe PC-Cd (LMW) est acheminé vers la
vacuole. Une fois dans la vacuole, les complexes PC-Cd (LMWs) s’agrégent les uns aux
autres, par des ponts sulfures pour former des complexes de masse moléculaire élevée
(High Molecular Weight (HMW) [117]. Ce cycle se termine par la dissociation de ses
complexes, a cause du pH vacuolaire, provoquant la libération des ions Cd?* qui seront pris
en charge par les acides organiques présents, tels que le malate, le citrate ou encore
I’oxalate. Les PCs sont recyclées et réexportées dans le cytoplasme pour capter d’autres
ions et les réacheminer dans la vacuole [330]. Des antiports cation/H* sont situés dans la
membrane de la vacuole et participent a la régulation des concentrations en Na* et Ca?"*
dans le cytoplasme [331]. Un antiport Cd?*/H* présent sur la membrane tonoplastique a été
décrit dans les racines d'avoine [332]. Cet antiport présente une faible affinité pour le
cadmium mais qui est similaire a celle de ’antiport Ca?*/H*. MOREL ET AL. [333] ont
démontré I’implication d’une pompe ATPase dans la sequestration vacuolaire du cadmium.
Des études ont montré la compartimentation du Cu ou des complexes Cu-ligands dans la
vacuole [114], par exemple, chez Datura stramonium [334], chez Elsholtzia splendens

[335] ou chez Armeria maritima [336].
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APPROCHE EXPERIMENTALE
MATERIEL VEGETAL ET PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

1l. A. Matériel végétal

Les graines utilisées pour réaliser I’ensemble des expérimentations proviennent de
deux écotypes d’Atriplex halimus L. L’écotype Mostaganem (MOS) a été prélevé au bord
de la mer (Commune de Mostaganem ; une zone littorale : Latitude : 35°58° 20,60’ Nord ;
Longitude : 0° 05° 47,79 Est), et I’écotype Relizane (REL) a été récolté sur un terrain
pollué (Commune de Relizane ; zone intérieure : Latitude : 35°44” 23,88’ Nord ;
Longitude : 0° 34’ 20,82°” Est) (Figure ).

Les graines de chaque écotype sont prélevées a partir d’'un méme pied au centre

d’une nappe d’arbustes d’A. halimus. La récolte des graines est faite le mois de Novembre.

En absence de données montrant 1’état réel de la pollution en métaux lourds des

zones de récoltes des graines, le choix des zones est justifié par les observations suivantes :

L’écotype Mostaganem provient du littoral, ou les conditions de salinité excessive
sont bien connues, en outre, la pollution marine par les métaux lourds est un probléme

émergeant faisant actuellement I’objet de débats sérieux en Algérie.

L’écotype Relizane provient d’une zone fortement polluée par des ordures
ménageres dispersées par tout, au bord d’un axe routier national a forte circulation
d’automobiles, et dont la présence d’un oued d’assainissement des eaux usées, au centre de
la zone, aggrave 1’état de la pollution. Cette zone dominée par les Atriplexaies, est avérée
idéale pour le préléevement des graines, ou se réunissent une pollution atmosphérique (gaz
et rejets d’automobiles), une pollution hydrique (I’oued), et une pollution des sols (activité

agricole a proximité et ordures diverses).

Pour I’ensemble des expérimentations, des tests comparatifs entre les réponses des
deux ecotypes seront établis, cela permettrait de vérifier I’hypothése de la convenance des

halophytes a la phytoremediation des métaux lourds.
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1. B. Protocoles expérimentaux

Quatre expérimentations sont conduites, dont deux portent sur la germination et la
croissance germinative de I’A. halimus L. en présence des métaux lourds, et deux autres

pour tester la croissance végétative et la tolérance de cette espéce sous stress métallique :

Ainsi le premier test de germination, qui a fait I’objet du premier article, est réalisé
au niveau du Laboratoire des Recherche sur les Systémes Biologiques et Géomatique

(LRSBG) a I'université Mustapha Stambouli - Mascara.

Le deuxieme test de germination est réalisé au niveau du Laboratoire d’Agro
Biotechnologie et Nutrition dans les zones Semi Arides (LABNSA) trouvant a I’université
Ibn Khaldoun - Tiaret.

La troisieme expérimentation, conduite en hydroponie, est réalisée au niveau d’une
serre semi-automatique a I’université de Mascara. Dans la serre, les températures diurnes
sont comprises entre 20°C et 27°C. L’hygrométrie est de I’ordre de 40 a 60%. Les mesures

et analyses correspondantes sont faites au laboratoire précité (LRSBG).

La quatrieme expérimentation, réalisée en pots, est conduite sous une serre semi-
automatique trouvant a ’'université de Tiaret. Les analyses correspondantes sont faites au
laboratoire (LABNSA).

Les protocoles expérimentaux, ainsi que les méthodes d’études des quatre

expériences, sont détaillés dans les chapitres correspondants suivants :

Chapitre 1 : Impact du cadmium, du zinc et du plomb sur la germination des graines

d’Atriplex halimus L.

Chapitre 2 : La longueur cellulaire de la radicule peut-elle expliquer le taux de
germination sous stress métallique ? « Effets du cadmium, du zinc et du plomb sur la

germination des graines et la croissance des radicules d'Atriplex halimus L. ».

Chapitre 3 : Impact de I’accumulation des métaux cadmium, zinc et plomb sur la

croissance de I’Atriplex halimus L. (Amaranthaceae), en conduite hydroponique.

Chapitre 4: Tolérance aux métaux lourds de I’Atriplex halimus: Réponses

physiologiques et osmorégulation.
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CHAPITRE 1

IMPACT DU CADMIUM, DU ZINC ET DU PLOMB SUR LA GERMINATION
DES GRAINES D’ATRIPLEX HALIMUS L.

1l. 1. 1. Introduction

Les sols sont des réservoirs de métaux lourds : arsenic (As), cuivre (Cu), cadmium
(Cd), manganese (Mn), nickel (Ni), plomb (Pb) et zinc (Zn). Ces importants polluants sont
générés continuellement par D’activité anthropogénique : agriculture, industric et

exploitations miniéres [337] ; [89].

Certains métaux, tels Cu, Zn, Co, Fe et Mn, sont essentiels pour le métabolisme
cellulaire, ils agissent en tant que cofacteurs des enzymes [338] ; [339] ; [340]. Certains
d’autres comme Cd, Pb, Hg (mercure) et Ag (argent) sont toxiques pour les organismes
vivants, ils inhibent I’activité enzymatique, et activent les mécanismes de défense dans les
cellules [341] ; [342]. Une alimentation excessive en microéléments essentiels et/ou en
certains qui sont inutiles peut provoquer, a partir de certains seuils, des toxicités tant chez

les végétaux que chez les animaux [343].

Les concentrations critiques des métaux dans les plantes (en mg.Kg? MS) sont de

I’ordre de 150 pour le zinc, 5 pour le plomb, et de 1,1 pour le cadmium [344].

Plusieurs espéces appartenant au genre Atriplex sont bien adaptées a des conditions
environnementales extrémes [345]. Atriplex halimus L. est I'une des plus abondantes
halophytes pérennes présentes dans les steppes salines algériennes en association avec
Salsola vermiculata et Suaeda fruticoza [36]. La capacité de cette espéce a stabiliser
physiquement les sols et sa haute tolérance aux éléments traces métalliques doivent étre
exploitées pour la phytoremediation des sites contaminés par les métaux dans les zones

arides et semi arides [89].

L’¢étude des mécanismes physiologiques assurant la survie des halophytes dans des

conditions d’excés de métaux lourds est devenue une urgence [346] ; [347].

La germination est un stade critique dans le cycle de vie et du développement de
plusieurs plantes désertiques. Elle assure la reproduction et, par conséquent, contréle la

dynamique des populations [348].
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Peu de rapports détaillent les impacts des métaux sur le métabolisme des graines,
leur viabilité et germination, par rapport aux nombreuses publications abordant les effets

des métaux sur les tissus végetaux aériens et souterrains [221].

La présente étude a pour objectif de déterminer I’impact de fortes doses de métaux
lourds sur la germination des graines d’Atriplex halimus. La tolérance est testée durant les
trois étapes de la germination : imbibition des graines, percée du tégument par la radicule,
et croissance de celle-ci car ces étapes conditionnent largement 1’établissement de la

plante, surtout dans des environnements extrémes.

1l. 1. 2. Conduite de I’expérimentation

Les graines récoltées sont séchées a 1’air libre et décortiquées manuellement.
L’enlévement des valves fructiferes semble éliminer les inhibiteurs chimiques restreignant
la germination [349]. Aprés désinfection a 1’éthanol a 95 % pendant 30 secondes, puis au
formaldéhyde a 0,8 % pendant 10 minutes, les graines sont rincées par passage dans trois
bains successifs d’eau distillée stérile de cinq minutes chacun. Les graines sont mises a
germer dans des boites de pétri (de 9 cm de diamétre) doublement tapissées par du papier

filtre stérile (Wathman 1) imbibé de 15 ml de solution test.

Les solutions tests sont préparées a partir des sulfates des métaux (Cd SO48/3 H20,
Zn SO4 7 H20 et Pb SOa4), et sont fournies a des concentrations de 1’ordre de 1000, 5000 et

10 000 ppm. Le traitement témoin est présenté par 1’eau distillée.

Pour mieux caractériser les réponses germinatives des graines au plomb, un autre
traitement a été prévu par I’ajout d’un chélateur (Nap- EDTA) a des concentrations
équimolaires (Pb-C). Le chélateur assure la solubilisation des sulfates de plomb et leur

mobilisation dans le milieu de germination.

La germination a duré 14 jours et a eu lieu a 26 °C et a I’obscurité. Chaque

traitement comporte 50 graines par boite. Trois répétitions par traitement sont réalisées.
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1. 1. 3. Mesures effectuées

La cinétique d’imbibition a ét¢ déterminée par le suivi des taux d’imbibition a
chaque 3 h d’intervalle jusqu’au déclenchement de la germination (percée de la radicule).
Le taux d’imbibition est déterminé par le rapport suivant : imbibition (%) = ((Pt-Pi)/Pi)

x100. Avec Pt: le poids au temps (t), et Pi : le poids initial (avant la mise en germination).

Le taux de germination correspond au pourcentage de graines germées apres 14

jours divisé par le nombre de graines mises en germination.

La cinétique d’élongation radiculaire a été évaluée par des relevés des longueurs

radiculaires de six graines par boite tous les 2 jours.

1. 1. 4. Analyses statistiques

Les résultats sont soumis a une analyse de variance (ANOVA) a ’aide du logiciel
Statbox (Version 6. 4). Si les différences s’avérent statistiquement significatives, une

comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5 % est établie.

1. 1. 5. Résultats

L’analyse de la variance des parametres de germination montre des effets
hautement significatifs (P < 0,01) des facteurs écotype, métal et concentration sur
I’ensemble des paramétres étudiés et a chaque période de mesure (Tableaux 11.1. letll. 1.
2). Ces résultats montrent que les métaux agissent par leur nature et leurs concentrations
sur le processus de germination, et que les écotypes testés montrent des réponses

différentes vis-a-vis des traitements métalliques.

Le regroupement des moyennes par le test de Newman-Keuls selon le facteur
écotype montre, qu’au cours de I’imbibition, 1’écotype MOS enregistre des taux plus
élevés comparé a REL. Cependant, les taux de germination notés chez ce dernier écotype
(93 %) sont significativement supérieurs a ceux relevés chez MOS (87 %). Quant a
I’élongation radiculaire, les graines provenant de Relizane montrent des cinétiques de

croissance plus élevées dans I’ensemble des traitements métalliques.
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Tableau Il. 1. 1. Effets des variables écotype, métal, concentration et leurs interactions sur

les variations des taux d’imbibition et taux de germination de deux écotypes d’A. halimus.

Variables DDL 3j 5j 7j 9j 11j
Ecotype 1 g** 6** 9,4** 10,1***  8,7**
Métal 3 129,6***  145%** 184,3***  230***  226,7***
Concentration 3 571,6*** 501,3*** 574,3*** 626***  6254***
Ecotype x Métal 3 1,8Ns 2,5%* Al NS 0, 7S 0, 7N
Ecotype x Concentration 3 N UL 23,9%** 22,6%** 21,4%** 19 7***
Métal x Concentration 9 15 == 7= Zile==s 27 4%*% 7 2%**
Ecotype x Métal x Concentration 9 0,9N-S: 0,5N-S: 0,6N-S: 0,4N-S. 0,4N:S:

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P<0,1 ; **P<0,01;***P<0,001 ; N.S., non significatif.

1l. 1. 5. 1. Effets des métaux lourds sur la cinétique d’imbibition

L’évolution des taux d’imbibition des téguments (Figure I.1. 2) montre que les

métaux Cd, Zn et Pb apportés aux concentrations précitées ont exercé des effets différents

sur ce parametre. L’analyse des variations obtenues montre des effets trés hautement

significatifs des facteurs métal (P < 0,001) et concentrations (P < 0,001) durant les trois

périodes de mesure.

Tableau Il. 1. 2. Effets des variables écotype, métal, concentration et leurs interactions sur

les variations des longueurs radiculaires de deux écotypes d’A.halimus L.

Variables DDL 3j 5j 7j 9j 11j
Ecotype 1 g** 6** 9,4** 10,1***  8,7**
Métal 3 129,6***  145%** 184,3***  230***  226,7***
Concentration 3] 571,6%** 501,3*** 574,3*** 626***  6254***
Ecotype x Métal 3 1,8Ns. 2,5%% 1,2N-S. 0,7N-S: 0,7\'S:
Ecotype x Concentration 3 2,1NS 23,9%** 22 6% * 2] A*** 19 7r**
Métal x Concentration 9 15,5%** 16,7***  21*** 27 4%**  27,2%**
Ecotype x Métal x Concentration 9 0,9N-S: 0,5N-S: 0,6N-S: 0,4N-S. 0,4N-S.

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P<0,1 ; **P<0,01 ; ***P<0,001 ; N.S., non significatif.
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Figure Il. 1. 2. Cinétique d’absorption d’eau par les graines d’A. halimusau cours de leur
germination en presence des métaux Cd, Zn et Pb. Les valeurs représentent la moyenne de

trois expériences individuelles (zSD).

L’¢étude de la cinétique d’imbibition illustre combien I’imbibition s’amplifie dans
I’ensemble des lots. La figure Il. 1. 3montre les variations des cinétiques d’imbibition en
fonction des traitements métalliques. Les résultats montrent que, dans 1’ensemble des
traitements et apres 3, 6 et 9 heures de mise en germination, I’écotype MOS a enregistré
des taux d’imbibition significativement plus élevés (31 %, 41 % et 47 %) par rapport a
I’écotype REL (28 %, 36 % et 43 %). Les traitements métalliques induisent des
modifications significatives des taux d’imbibition et ce par augmentation des taux : Pb, Pb-
C et Zn (49 %, 48 %, 44 % respectivement), ou par réduction : Cd (39 %) par rapport aux

témoins (40 %). Avec ou sans chélateur, le plomb montre des effets similaires.
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Figure 11. 1. 3. Effets des métaux Cd, Zn et Pb sur la cinétique d’imbibition des graines de
deux écotypes d’A. halimusau cours de leur germination. Les valeurs représentent la

moyenne de trois expériences individuelles (x SD).

1. 1. 5. 2. Effets des métaux lourds sur le taux de germination

L’impact de doses croissantes des métaux Cd, Zn et Pb sur la germination des
graines d’A. halimusest illustré chez les deux écotypes dans la figure Il. 1. 4. Le maximum
de germination (100 %) est obtenu pour le traitement témoin. Une diminution générale des
taux de germination est notée en rapport avec les augmentations des concentrations des
métaux. Les diminutions des taux de germination sont de 1’ordre de 8 % pour 1000 ppm,
12 % pour 5000 ppm et 19 % pour 10 000 ppm de métaux. Toutefois, le pouvoir germinatif
des graines demeure important, dépassant les 70 % chez les deux écotypes et pour

I’ensemble des traitements métalliques.
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L’analyse de I’impact des différents traitements métalliques sur la germination

(Figure 11.1. 5) montre que le plomb apporté sans chélateur n’a pas d’effets significatifs sur

les taux de germination (95 %). Au contraire, le plomb mobilisé par un chélateur réduit

significativement la germination des graines chez I’écotype MOS, du méme ordre que les

réductions dues a ’action du Cd chez ce méme écotype.
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Figure 11. 1. 4. Effets des concentrations des métaux Cd, Zn et Pb sur le taux de

germination des graines de deux écotypes d’A. halimus. Les valeurs représentent la

moyenne de 48 expeériences individuelles (zSD).
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Figure Il. 1. 5. Effets des traitements métalliques sur le taux de germination des graines de

deux écotypes d’A. halimus. Les valeurs représentent la moyenne de 48 expériences

individuelles (£SD).
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1. 1. 5. 3. Effets des métaux lourds sur la croissance des radicules

L’analyse de variance des cinétiques d’élongation des radicules en fonction des

traitements métalliques sont résumées dans le tableau Il.1. 1. Parmi les effets d’interaction,

les effets écotype x concentration et métal x concentration entrainent des variations tres

hautement significatives (P < 0,001) des longueurs des radicules.

Les longueurs maximales sont relevées en présence d’eau distillée. L allongement

se poursuit jusqu’au neuviéme jour pour se stabiliser aux alentours du onziéme jour pour

I’ensemble des traitements (Figure I1.1. 6).

Les métaux réduisent significativement la croissance des radicules. Cette réduction

est d’autant plus prononcée que les concentrations sont élevées, notamment au cours de la

premiére moitié de croissance (jours 3-5).
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Figure 11. 1. 6. Effets des métaux Cd, Zn et Pb sur la cinétique d’élongation des radicules

de deux écotypes d’A. halimus. Les valeurs représentent la moyenne de 72 mesures

individuelles (x SD).
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Les réductions des longueurs enregistrées a la fin de I’expérimentation, par rapport
au témoin, sont de I’ordre de 67 % suite a I’ajout de zinc et de plomb associé a un chélateur
dans le milieu, et de 72 % pour le cadmium. Les réductions minimales des longueurs sont
induites par le plomb sans chélateur (23 %). Les effets inhibiteurs du plomb ne deviennent

significatifs qu’aprés complexation avec un chélateur (Pb-C).

L’analyse des cinétiques de croissance montre que les impacts des traitements au
Zn, au Pb-C et au Cd sur I’allongement des radicules sont statistiquement similaires,

cependant les effets du Cd sont plus précoces.

1l. 1. 6. Discussion

Dans cette étude, la germination des graines d’A. halimusa été étudiée en réponse a
des stress métalliques. Les deux écotypes testés, MOS et REL, ont réagi difféeremment aux
ETM quant aux étapes : imbibition, percée de la radicule et la croissance ultérieure de la
racine ; ceci peut étre imputé au polymorphisme assez prononcé de cette espéce [350] ;
[351] ; [352]. Les résultats montrent que le taux d’imbibition des graines est supérieur chez
les graines de 1’écotype provenant de Mostaganem, par rapport a celui des graines
ramenées de Relizane. Ces dernieres ont enregistré des taux maximums de germination et
une supériorité des longueurs radiculaires. Selon KRANNER et COLVILLE [221], il
existe des variations inter- et intra-spécifiques des germinations des graines soumises a un
stress métallique. Chez plusieurs espéces végeétales, le tégument assure une tres haute
protection contre les stress abiotiques, et les fortes variations interspécifiques des

morphologies de ces téguments peuvent affecter leur perméabilité aux métaux [219].

Dans cette recherche, les métaux cadmium, zinc et plomb sont testés pour expliquer
une part de la tolérance des graines d’A. halimus aux métaux lourds. Parmi ces métaux, le
plomb se caractérise par une solubilité limitée. Selon HUANG et al. [353], pour la plupart
des sols contaminés par le plomb, le taux du Pb dissout dans la solution du sol est moins de
0,1 % du Pb total, ainsi la disponibilité du plomb aux plantes reste limitée. Les chercheurs
ont démontré que le plomb est rapidement accumulé dans les racines s’il est biodisponible
dans la rhizosphere. Cependant, seule une proportion minime du métal absorbé est

acheminée vers la végétation aérienne [118].

Il est souvent recommandé d’utiliser des chélateurs lors des expériences visant

I’étude de I’'impact du plomb sur la croissance végétale, et / ou sur I’étude des facteurs
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d’accumulation et de translocation de ce métal, lors de travaux de phytoextractionin situ
(phytoextraction induite). Pratiquement, la bibliographie abordant 1’intérét de la chélation

lors des études de la tolérance des graines au plomb, est rare.

Nos résultats montrent que les graines des deux écotypes ont réagi difféeremment
aux traitements au plomb durant les phases de germination étudiées. En effet, I’ajout d’un
chélateur n’a pas modifié les taux d’imbibition des téguments des deux écotypes,
cependant les taux de germination des graines de I’écotype MOS ont été réduits
significativement suite a 1’association avec de I’EDTA, donnant des résultats similaires a
ceux obtenus pour le cadmium. La germination des graines de I’écotype REL est
indifférente a la chélation. Quant a la croissance des radicules, I’application d’un chélateur
a modifié significativement les résultats chez les deux écotypes. Les longueurs enregistrées
en présence de I’EDTA sont statistiquement similaires a celles obtenues par le zinc et sont
inférieures a celles notées chez les témoins et les plantes traitées par le plomb seul.

Un certain nombre de travaux montrent que la premiére étape de la germination est
I’absorption d’eau et la réhydratation des graines par le processus d’imbibition [354] ;
[355] ; [356]. Ce processus implique un mouvement d’ecau dans le sens des potentiels
hydriques décroissants [357]. Les graines d’A. halimus sont montré des cinétiques
d’imbibition différentes en relation avec le métal en question. Le plomb et le zinc ont
permis d’obtenir des taux d’imbibition plus €élevés que ceux des témoins imbibés par de
I’eau distillée. Ces résultats montrent que, méme a des concentrations extrémement élevées
(jusqu’a 10 000 ppm) pour ces métaux, les taux d’imbibition demeurent importants et
favorables a une réhydratation optimale des téguments. [358] expliquent que I’imbibition
ne se réalise que si les forces de 1’eau au niveau du milieu de germination sont plus faibles
que celles d’appel exercées par les tissus de la graine ; en d’autres termes, le potentiel
hydrique de la graine doit étre inférieur a celui du milieu de germination. L’augmentation
des taux d’imbibition par le Pb et le Zn pourrait étre expliquée par leur adsorption sur les
cellules du tégument. Ces résultats corroborent ceux trouvés par [359] qui ont montré que
le tégument constitue une barriere entre 1’embryon et son environnement immédiat pour
I’adsorption des métaux. BRUNET [43] a expliqué Ueffet inhibiteur de fortes
concentrations de Zn sur la germination, et non pas sur I’imbibition, par le fait que ce métal
induit ses effets aprés imbibition, c’est-a-dire une fois en contact avec les cellules de
I’embryon et des tissus qui I’entourent. Plusieurs auteurs ont évoqué le phénomeéne

d’adsorption d’eau en analysant I’impact des métaux sur la germination des graines [221] ;
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[360]; [361]. La présence du cadmium dans le milieu de germination a limité
significativement la réhydratation des téguments, tout en réduisant par la suite le taux de
germination et la croissance radiculaire. En 2009, [38] ont reporté le méme constat en
analysant 1’effet du Cd sur I’imbibition des graines de Dorycniumpentphyllumet sur leur

germination.

SEREGIN ET KOZHEVNIKOVA [362] ont trouvé que le Cd et le Pb sont
adsorbés par les téguments des graines de Zea mays ; cependant, dans le cas du Ni, celui-ci
traverse les téguments et rejoint les cellules de 1’endosperme et du scutellum. Selon
KRANNER ET COLVILLE [221], la perméabilité des téguments des graines dépend des
propriétés physiques et chimiques des différents métaux.

Il apparait que les graines d’A. halimus mettent en jeu différentes stratégies pour
surmonter le stress métallique au cours de leur imbibition ; le plomb et le zinc semblent
étre adsorbés au niveau des téguments, et ces derniers s’avérent mieux perméables au
cadmium. L’analyse de la distribution des métaux au cours de I’imbibition des graines sera
d’un intérét certain pour expliquer en partie la forte tolérance aux métaux de cette espéce

au cours de sa germination.

L’analyse des effets des métaux sur la faculté germinative des graines montre une
diminution des taux de germination en passant des plantes témoins aux plantes traitées ;
cependant, I’effet inhibiteur est minime et les pourcentages obtenus demeurent toujours
élevés (80 % a 10000 ppm de métaux). Les taux de germination obtenus sont négativement
corrélés aux concentrations en ¢léments pour I’ensemble des métaux testés. Ces résultats
sont cohérents avec ceux obtenus par de nombreux chercheurs testant 1’impact de
différentes concentrations de métaux sur différentes plantes. Les résultats de ces travaux
sont résumés par KRANNER ET COLVILLE [221] qui affirment qu’a de fortes
concentrations les métaux entrainent un déclin des taux de germination, mais cette derniere
n’est jamais completement inhibée. En analysant I'impact des métaux lourds sur de
nombreuses fonctions physiologiques vitales de la plante, [363] a admis que la
germination, qui est un processus certes vulnérable au stress métallique, serait un
mécanisme des plus résistants parmi les autres phases du développement de la plante.
L’auteur a suggéré que les barrieres tégumentaires des graines y empécheraient une forte
accumulation des métaux lourds. Selon WOOLHOUSE [238], et FERNANDES ET
HENRIQUES [364] pour tout processus physiologique ou métabolique, ce sont les seuils
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critiques de phytotoxicité, définis en termes d’accumulation tissulaire, qui déterminent la
sensibilité aux métaux lourds. MIHOUB et al. [365] suggérent que la germination ne doit
pas étre considérée comme processus tolérant ou résistant aux métaux lourds ; la
vulnérabilité de la germination devrait étre associée aux niveaux d’accumulation réelle des

métaux qui interferent avec les voies métaboliques dans les tissus de la graine.

Les effets inhibiteurs des fortes concentrations pourraient étre, en grande partie,
expliques par une action inhibitrice des métaux sur les enzymes chargées de la reprise de
vie et sur I’édification d’une nouvelle plante, et/ou sur une inhibition des activités
hydrolytiques au cours de la germination des graines exposées aux métaux lourds [366] ;
[367]. L’inhibition de la germination semble dépendre du métal, de sa concentration, de la
durée d’exposition des graines, de I’espéce végétale, voire méme de la variété et de la
graine, notamment la nature de ses téguments [368] ; [369] et a été le plus souvent imputée

a des perturbations dans le métabolisme respiratoire [370] ; [371].

Chez la plupart des especes, la germination est terminée lorsque la radicule émerge
des téguments de la graine [357]. La croissance de I’hypocotyle et de I’axe radiculaire est
plus sensible a 1’action toxique des métaux et est souvent complétement inhibée par de
faibles concentrations qui ont peu d’effets sur la germination [221] ; [372] ; [373]. Les
résultats dégagés de la présente étude sont cohérents avec ceux cités par KRANNER ET
COLVILLE [221], confirmant I’inhibition de la croissance radiculaire chez plus de 15
espéces végétales en présence de concentrations croissantes de métaux (Cr, Cd, Cu, Zn, Pb,
Ni et Hg). L’analyse de I’action spécifique des métaux sur la cinétique de croissance
radiculaire montre que, pendant la phase d’élongation, le cadmium inhibe
significativement la croissance. Cette inhibition est d’autant plus importante que les
concentrations en Cd sont en augmentation. Ce résultat corrobore ceux trouvés par
WEIQIANG et al. [374] montrant que les concentrations en Cu, Pb, Zn et Hg, qui
entrainent une inhibition de la croissance des radicules d’Arabidopsis thaliana, n’inhibent
pas la germination, contrairement au Cd qui inhibe la germination et la croissance

radiculaire a des concentrations similaires.

Aprées chélation par ’EDTA, le Pb a réduit significativement la croissance des
radicules. La bibliographie montre que les chelateurs pourraient augmenter
significativement 1’accumulation de ce métal dans la plante en augmentant sa

biodisponilité [353]. En comparant 1’efficacité de cinq chélateurs synthétiques sur la
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désorption du Pb du sol, HUANG et al. [353] ont établi la classification suivante : EDTA >
HEDTA >DTPA > EGTA > EDDHA. Selon ces auteurs, I’EDTA augmente

significativement la translocation du Pb des racines a la végetation aérienne.

1l. 1. 7. Conclusion

Plusieurs recherches ont mis la lumiere sur les mécanismes physiologiques et
biochimiques qui, ensemble avec les caractéristiques morphologiques et anatomiques
d’Atriplex halimus L., contribuent a sa remarquable tolérance aux stress abiotiques, en
I’occurrence la salinité, la sécheresse, les températures extrémes et la contamination des

sols par les éléments traces métalliques [89].

Les études de la tolérance a la salinité des graines d’A. halimus démontrent que,
comme la plupart des halophytes, cette espece est tres sensible a la salinité au stade de la
germination. En outre, les fortes concentrations de sel inhibent sa germination, mais ne
tuent pas la graine [385]. Les graines des halophytes tolérent la salinité durant leur séjour
dans le sol et germent quand le niveau de salinité est réduit. Cette stratégie est un critere de
tolérance au stress salin qui les distingue des glycophytes [376]; [377]; [378]. En
analysant les mécanismes d’action du sel sur les graines d’A. prostrata, [379] suggeérent
que I’influence du NaCl est une combinaison d’effets osmotiques et d’effets toxiques dus a

I’action spécifique de I’ion.

Les résultats dégagés dans notre étude montrent qu’A. halimus peut germer dans
des milieux fortement pollués par les métaux zinc, plomb et cadmium. De ce fait, la culture
de cette espéce souvent recommandée pour la phytostabilisation des sites pollués par les
métaux, pourrait &tre établie par semis. La cinétique d’imbibition, le taux de germination et
la cinétique de croissance radiculaire constitueraient des marqueurs intéressants pour le

criblage d’écotypes tolérants aux métaux au cours de leur germination.
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CHAPITRE 2
LA LONGUEUR CELLULAIRE DE LA RADICULE PEUT-ELLE
EXPLIQUER LE TAUX DE GERMINATION SOUS STRESS METALLIQUE?
« Effets du cadmium, du zinc et du plomb sur la germination des graines et la

croissance des radicules d'Atriplex halimus L. »

1. 2. 1. Introduction

Les graines représentent les organes les plus protégés du cycle de vie de la plante
[219]. La germination des graines est la premiére étape de vie des végétaux, et c'est l'un
des processus physiologiques les plus sensibles ; elle est affectée par les interactions
hormonales et les facteurs environnementaux ; stress biotiques et abiotiques [380] ; [381].

La germination est I'ensemble des événements qui commencent par I'étape cruciale
de I'absorption de I'eau par la graine, et se termine par lI'allongement de I'axe embryonnaire
et I'émergence de la radicule a travers les structures entourant I'embryon [382]. De
nombreuses contraintes environnementales peuvent compromettre la capacité des graines a
germer, la salinité, le stress hydrique, I'numidité inadéquate, la température et les métaux
lourds [365]. Certains métaux a faibles doses sont des micronutriments essentiels pour les
plantes, mais en plus grande quantité, ils peuvent causer des troubles métaboligues et une

inhibition de la croissance pour la plupart des espéces végétales [383].

Les mécanismes précis d’action des métaux sur la germination sont loin d'étre
compris. 1l est largement inconnu ou les métaux sont deposés dans les graines en
développement, et quels niveaux sont toxiques pour I'embryon par rapport a I'endosperme

ou aux cotylédons [231].

Les recherches menées sont plus focalisées sur la germination chez les plantes
tolérantes aux métaux, en vue de comprendre les traits de tolérance induits par les ETM a
différentes phases de la germination. Ainsi, différentes approches sont suivies telles
I'approche protéomique [231]; [226] ; [384] ; [385], et I'approche cytologique [222] ;
[386] ; [387] ; [388]. Un modele hydrothermal temporel a été développé [223] ; [389] et a

montré que le potentiel hydrique des graines est étroitement corrélé aux changements de la
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vitesse et du pourcentage de germination, et affecte également la vitesse de levée de la

dormance.

DENG et al. [390], ont expliqué I'effet des faibles et hautes concentrations des
métaux essentiels et non essentiels sur la germination des graines de mais en combinant un
autre stress abiotique (stress thermique : hautes températures), et en explorant I'équilibre
ABA / ROS.

Atriplex halimus est un arbuste halophyte pérenne possedant I'anatomie et la
physiologie photosynthétiques C4. 1l pousse dans les conditions semi-arides et arides. De
nombreuses études ont mis en lumiére, les mécanismes physiologiques et biochimiques
qui, ensemble avec les caractéristiques morphologiques et anatomiques de cette espéce,
contribuent a sa tolérance notable aux stress abiotiques importants ; salinité, sécheresse,
température extréme et contamination du sol par des éléments traces [89]. Plusieurs
recherches ont été menées pour montrer les effets des métaux lourds sur la germination et
la croissance des graines d'Atriplex halimus [42] ; [88] ; [391] ; [392] ; [393], Cependant,
aucune donnée n'est disponible pour expliquer ces effets, et a quel niveau les métaux testés

agissent.

Cette étude suppose que la germination réduite par les traitements métalliques
pourrait étre la conséquence d’une restriction de la croissance cellulaire de I'axe radiculaire
aprés imbibition. L'évaluation des effets des métaux lourds sur I'expansion cellulaire n'a

jusgu'a présent pas été abordee.

Cette approche tend a vérifier cette hypothese en étudiant les corrélations entre les
taux de germination des graines et les longueurs des radicules, a hautes concentrations de

métaux, afin de couvrir les seuils de tolérance ;

Aux faibles concentrations, les corrélations seront établies entre les pourcentages de
germination et les longueurs des cellules parenchymateuses des radicules, et ce pour

s’assurer de l'intégrité et de la viabilité des cellules.

1. 2. 2. Matériel et méthodes

1l. 2. 2. 1. Préparation des graines

Les graines sont stérilisées par immersion dans I'éthanol a 95% pendant 30

secondes, puis par trempage dans du formaldéhyde a 0, 8% pendant 15 minutes, ensuite
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elles sont rincees trois fois successives dans de I'eau distillée stérile. Les graines sont mises
a germer dans des boites de Pétri de 9 cm doublement tapissées par du papier-filtre

(Wathmanl), et imbibées de15 ml de solution test ou d'eau bi distillée.

1. 2. 2. 2. Traitements métalligues et tests de germination

Les solutions tests sont préparées a partir des métaux (Cd SOs 8/3 H20, Zn SO4
7H>O et PbSO4). Deux intervalles de concentrations sont utilisés pour étudier la

germination et la croissance post-germinative.

A Uintervalle des concentrations élevées (0, 12000, 14000, 16000, 18000 et 20000 ppm),
sont étudiés :

1. L'indice de vigueur des plantules (Shoot Vigor Index : SVI) déterminé au cinquieme
jour de mise en germination et exprimé comme étant le pourcentage de germination
multiplié par la longueur de la plantule.

2. Le taux final de germination (G%) exprimé en pourcentage de graines germeées apres
14 jours de germination.

3. Lalongueur de la radicule (Root length : RL) mesurée 14 jours apres la germination.
A Vintervalle des faibles concentrations (0, 500, 1000 ppm) sont estimés :

1. Les taux de germination relevés 14 jours aprées I’installation de ’essai ;

2. Les longueurs des cellules parenchymateuses des radicules (Cell length: CL)
déterminées au niveau de la partie externe du parenchyme cortical. Les cellules sont
isolées selon le protocole de RASCIO et al. [394]; l'extrémité de la racine est
délicatement coupée puis fixée dans une mixture d’éthanol, formol, acide acétique (17
: 3 : 1), ensuite immergee pendant 36 h dans du NaOH 6N. Les échantillons sont
ensuite rincés dans de I'eau, et enfin, mis sur une lame de verre dans une goutte de
safranine aqueuse a 0,1%. Les longueurs de cellules sont déterminées par un

microscope couplé a un micrometre (Zeiss, Allemagne).

Trois répétitions de chaque traitement sont envisagées, avec 50 graines par boite,

les graines sont incubées a 26 °C et a l'obscurité.
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1l. 2. 2. 3. Analyses statistiques

Les résultats sont analysés a l'aide du logiciel Statbox (version 6.1). Les moyennes
suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de
Newman-Keuls (P <0, 05). Les corrélations de Pearson (r) sont établies entre la

germination des graines et la croissance des radicules pour I’ensemble des traitements.

1. 2. 3. Résultats

1l. 2. 3. 1. Effets des fortes concentrations de métaux lourds sur l'indice de vigueur des

plantules, le taux de germination et la longueur des radicules

Les variances des trois parameétres sont analysées. Le tableau Il. 2. 1 montre des
effets tres hautement significatifs des facteurs « écotype », « métal » et « concentration »

sur l'indice de vigueur des plantules, le taux de germination et la longueur des radicules.

La comparaison des moyennes du facteur « écotype » selon le test de Newman-
Keuls, montre que I'expression de I'écotype REL est meilleure par rapport a MOS pour les
trois paramétres étudiés. A fortes concentrations, les métaux réduisent considérablement
I'indice de vigueur des pousses, le pourcentage de germination et la longueur des racines
(figures 1. 2.1, 1. 2. 2 et II. 2. 3).

Pour le SVI, les résultats indiquent que 73% des réductionssont causées par le
plomb, et qu'environ 81% sont réduits par le zinc et le cadmium comparés auxtémoins. En
ce qui concerne le taux de germination, environ 23%, 29% et 40% sont respectivement

réduits par le Pb, Cd et Zn par rapport aux témoins.

Les résultats montrent que le Cd, le Zn et le Pb réduisent respectivement la

longueur des racines de 80%, 78% et 63% par rapport aux témoins.

La comparaison des effets des métaux selon le test de Newman-Keuls, sur les
parametres SVI, G% et RL, montre que le zinc affecte plus négativement le pourcentage de
germination, et le plomb a le moindre effet sur SVI et RL. Le cadmium affecte plus la

croissance des radicules que la germination des graines.

Nos résultats montrent que des concentrations de métaux allant de 12000 ppm a

20000 ppm induisent le méme degré d'inhibition sur SVI, G% et RL. Il apparait qu'a des
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concentrations tres élevées, les métaux Cd, Zn et Pb affectent la germination et la

croissance racinaire par leur toxicité spécifique et non par leurs concentrations.

Tableau Il. 2. 1. Effets des variables ‘Ecotype’, ‘Métal’, ‘Concentration’ et leurs
interactions sur les variations des indices de vigueur des plantules (SV1), des pourcentages
de germination (G%), et des longueurs des radicules d’A. halimus L. Les variations sont
étudiées chez deux écotypes MOS et REL a fortes concentrations (Jusqu’a 20 000 ppm) de

métaux.

Trait DDL SVI G% RL

Ecotype 1 122,99***  6,87** 25,50***
Métal 2 30,13*** 10,57***  70,16***
Concentration 5 1044,69*** 18,10*** 566,42***
Ecotype x Métal 2 7,94%%% 3,44* 0,875NS:
Ecotype x Concentration 5 54,37*** 2,57* 18,08***
Métal x Concentration 10 1,95* 3,65%**  329%**
Ecotype x Métal x Concentration 10 0,91 NS 2,06* 1,38 NS

Les valeurs représentent F, *, ** *** Significatif a P<0,1, P<0,01, P<0,001, respectivement, N.S : non
significatif.

1. 2. 3. 2. Effets des faibles concentrations de métaux lourds sur le taux de germination et

la longueur des cellules racinaires

Les écotypes testés ont montré des pourcentages de germination similaires a faibles
doses de métaux, mais I'écotype REL semble mieux tolérer les métaux que MOS de point
de vue longueur des cellules parenchymateuses des radicules.

Les facteurs «métal », «concentration» et leurs interactions réduisent
significativement les pourcentages de germination (P <0,001) (Tableau II. 2. 2).
Cependant, les taux de réduction restent faibles d’environ 0,5% pour le plomb, 5% pour le
zinc et 17% pour le cadmium (Figure I1. 2. 4). En outre, les réductions sont d'autant plus
importantes que les concentrations augmentent (7% a 500 ppm et 15% a 1000 ppm de

métaux par rapport aux témoins).

L'analyse de la variance des longueurs cellulaires du parenchyme cortical révele des
effets trés hautement significatifs de tous les facteurs d’étude (Tableau Il. 2. 2). Le tableau
I. 2. 3 résume les valeurs des longueurs des cellules. Les métaux inhibent fortement la

croissance cellulaire en longueur ; ces réductions sont d'environ 41% par le Zn, 44% par le
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Pb et 51% par le Cd. Il semble que le plomb affecte moins la germination des graines,
toutefois, sur la longueur des cellules radiculaires, ce métal permet statistiquement, le
méme degré d'inhibition que le zinc. Le cadmium a I'effet le plus préjudiciable sur la

germination des graines et la longueur des cellules radiculaires.

Tableau Il. 2. 2. Effets des variables ‘Ecotype’, ‘Métal’, ‘Concentration’ et leurs
interactions sur les variations des pourcentages de germination (G%), et des longueurs des
longueurs des cellules radiculaires d’A. halimus L. Les variations sont étudiées chez deux
écotypes MOS et REL a faibles concentrations (0, 500 et 1000 ppm) de métaux.

Trait DDL G% CL
Ecotype 1 2,67* 196,18***
Metal 2 31,02***  15,94***
Concentration 2 25,31***  873,55***
Ecotype x Metal 2 1,66NS 3,12*
Ecotype x Concentration 2 0,1NS 94,75%**
Metal x Concentration 4 8,43***  8,00***
Ecotype x Metal x Concentration 4 2,29* 5,23***

Les valeurs représentent F, *, ** *** Significatif & P<0,1, P<0,01, P<0,001, respectivement, N.S : non
significatif.

Les longueurs des cellules sont négativement corrélées aux concentrations des
métaux, ainsi, 500 ppm de métaux induisent 62% des réductions par rapport aux témoins,

et 74% sont réduits par 1000 ppm de métaux.

Tableau 1l. 2. 3. Effets des métaux lourds sur les longueurs des cellules parenchymateuses

des radicules de deux écotypes d’A. halimus MOS et REL.

Traitement Concentration Longueurs des cellules parenchymateuses

(ppm) MOS REL

Témoin 0 100,9+165b 1709+11,3a
cd 500 31,8+ 2,6 ef 31,4+1,7 ef

1000 232 +1,1f 33,8+ 16,4 ef
Zn 500 481+23e 833+27¢C

1000 33,6+ 8,5 ef 40,7 + 15,6 ef
Pb 500 432+52e 67,0+7d

1000 449+176¢e 279+ 28e¢f

Les valeurs représentent la moyenne + ED de six répétitions (n= 6). Les lettres différentes indiquent des
différences significatives entre les traitements selon le test de Newman-Keuls a (P < 0, 05).
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Figure 1lI. 2. 1. Effets des métaux lourds sur l'indice de
vigueur des plantules. Le SVI est mesuré sur deux
écotypes d’ A. halimus L. MOS et REL. Les valeurs
sont les moyennes de 3 expériences indépendantes (n =
3); les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (test de Newman-Keuls a
p <0, 05) et les barres indiquent + ES.
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Figure 1l. 2. 3. Effets des métaux lourds sur la
longueur de la radicule. Les valeurs sont les
moyennes de trois expériences indépendantes (n = 3);
les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas
significativement différentes (test de Newman-Keuls

a p <0, 05) et les barres indiquent + ES.
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Figure 1l. 2. 2. Effets des fortes concentrations de
métaux lourds sur le pourcentage de germination. Les
valeurs sont les moyennes de 3 expériences
indépendantes (n = 3); les moyennes suivies par la
méme lettre ne sont pas significativement différentes
(test de Newman-Keuls a p <0, 05) et les barres
indiquent + ES.
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Figure Il. 2. 4. Effets des faibles concentrations de
métaux lourds sur le pourcentage de germination. Les
valeurs sont les moyennes de Ssix expériences
indépendantes (n = 6) ; les moyennes suivies par la
méme lettre ne sont pas significativement différentes
(test de Newman-Keuls a p <0, 05) et les barres
indiquent + ES.
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1l. 2. 4. Discussion

La germination et la croissance des racines sont les événements clés pour
I'établissement des plantes dans n'importe quel environnement [395]. Dans cette recherche,
la germination des graines et la croissance des racines d’A. halimus ont été étudiees a deux

intervalles de concentrations des métaux Cd, Zn et Pb.

Les résultats montrent que I'écotype MOS présente une meilleure germination et
meilleure croissance post-germinative que REL. Les différences dans les réponses des
graines au stress metallique pourraient étre expliquées par I'nétéromorphisme des graines.
Selon IMBERT [396], ce phénomene est bien connu chez les Amaranthaceaes.

Le polymorphisme des graines serait la conséquence d'une plasticité écologique
entrainant une adaptation et une amélioration du niveau de tolérance. CHUDZINSKA et al.
[397] montrent que la différenciation génétique des populations de Pin sylvestre poussant
dans un environnement pollué est fortement corrélée a I’importante contamination par les

métaux.

Dans cette recherche, les effets de fortes concentrations de métaux sur l'indice de
vigueur des pousses (SVI) ont été étudiés. SUBIN ET STEFFY [398] définissent le SVI
comme étant les potentialités en germination des graines et la taille des pousses vis a vis la
toxicité et la tolérance aux métaux. Les résultats obtenus montrent que de telles
concentrations induisent une réduction drastique de ce paramétre. Ces résultats sont en
accord avec ceux de SUBIN ET STEFFY [398], qui ont signalé une tendance a la baisse du
SVI chez les pousses de Cucurbita maxima traitées par différentes concentrations de

cadmium.

Les auteurs suggérent que la réduction de l'indice de vigueur des plantules avec
I’augmentation des concentrations en Cd est probablement due & une moindre tolérance.
Selon LIU et al. [399], des concentrations toxiques de cadmium réduisent le SVI en
retardant la croissance racinaire en raison de l'inhibition de la division cellulaire résultant

des aberrations chromosomiques.

A. halimus L. montre une germination élevée dans les sols contaminés par les
métaux [42]. Les fortes concentrations en Cu, Mn, Ni et Zn (2 mM) n'affectaient pas la

vitesse et le pourcentage de germination des graines d’A. halimus [400]. MESNOUA ET
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LOTMANI [392] signalent que la germination des graines d'A. halimus n'a pas été
influencée par le Zn ou le Cu a des concentrations allant de 50 a 4000 uM, tandis que le Cd

réduisait significativement la germination des graines a 1500 uM.

Dans une etude anterieure, FATARNA et al. [393] signalaient une diminution
générale des taux de germination corrélée aux augmentations des concentrations des
métaux. Dans cette étude, les taux de réduction des pourcentages de germination
enregistrés a fortes concentrations (de 12 000 a 20 000 ppm) sont respectivement de 23%,
41% et 40% pour les traitements au plomb, au cadmium et au zinc. Dans cet intervalle de
concentrations, les métaux agissent sur la germination uniquement par leur toxicité
spécifique indépendamment des concentrations fournies. KRANNER ET COLVILLE
[221] ont rapporté que les graines des plantes tolérantes aux métaux et d'especes
hyperaccumulatrices peuvent avoir un seuil de toxicité nettement plus élevé que les graines

des plantes non tolérantes.

Les racines sont les premiéres cibles affectées par les ions métalliques et leur
croissance est généralement plus gravement touchée que celle des parties aériennes [401],
et les expériences sur les racines sont largement utilisées pour évaluer les niveaux de
toxicité des substances toxiques, y compris les métaux lourds [402]. Dans cette
investigation, la tolérance des racines aux métaux sera étudiée pour comprendre certains

des effets des métaux sur la germination et la croissance post-germinative.

Les résultats montrent I'effet trés restrictif des métaux sur la croissance des racines.
Ceci est en accord avec les nombreux travaux rapportant que la croissance des racines et de
I'nypocotyle était plus séverement affectée et complétement inhibée par des concentrations
relativement faibles qui avaient peu d'effets sur la germination [401] ; [403].

Selon YANG et al. [404], les radicules sont le premier point de contact avec les
éléments toxiques, et la réduction de la croissance est généralement le premier effet visible
de la phytotoxicité par les métaux. En outre, les métaux inhibent d’avantage la croissance

des radicules que celle des parties aériennes.

Généralement les métaux inhibent la germination et la croissance dépendamment de
leurs concentrations, cependant, le degré d'inhibition est corrélatif aux especes végétales et
aux types de metaux. Ceci est cohérent avec les rapports de KRANNER ET COLVILLE

[221], indiquant que lorsqu'ils sont appliqués de maniere exogéne et a 1I’échelle micro-milli
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molaire, les métaux et métalloides affectent souvent la viabilité et la germination des

graines d'une maniere strictement dépendante de leurs concentrations.

A fortes concentrations, des corrélations ont été établies entre le pourcentage de
germination et la longueur des radicules pour les métaux testeés. Les résultats montrent des
corrélations positivement significatives dans les traitements au Cd, Zn et Pb (r =0, 57, r =
0, 67 et r = 0, 48) respectivement. Ces résultats suggerent que I'inhibition de la germination
induite par les traitements metalliques pourrait résulter d’une restriction de la croissance de
I'axe embryonnaire lorsque les métaux traversent la barriére tégumentaire de la graine.
Ceci est cohérent avec les rapports de KO et al. [405], montrant que les métaux affectent le
processus de germination par leurs propriétés physiques et chimiques, et en fonction de
leur capacité a atteindre les tissus embryonnaires a travers les téguments. WEIQIANG et
al. [374] rapportent que les embryons isolés étaient beaucoup plus sensibles aux métaux

que les graines intactes.

MAHESHWARI ET DUBEY [227] rapportent que lors de I'imbibition du riz au
Nickel (200 ou 400 M), le Ni était plus accumulé dans I'axe embryonnaire que dans
I'endosperme, entrainant ainsi, une diminution générale du taux de germination, de la

longueur des racines et des pousses, et du poids des plantules.

Pratiquement aucun travail n'a révélé jusqu'a présent la corrélation entre le taux de
germination et la croissance des racines sous contrainte métallique, cependant, presque
tous les travaux qui ont démontré l'effet inhibiteur des métaux sur le processus de
germination ont montré également un effet inhibiteur, souvent plus prononcé sur
I'élongation racinaire. SUBIN ET STEFFY [398] ont indiqué une diminution du
pourcentage de germination et de la croissance des racines de Cucurbita maxima dans le
traitement au Cd a des concentrations supérieures a 25 ppm. MIHOUB et al. [365] ont
trouvé que 5 mM de Cd ou de Cu provoquent une réduction significative de la germination
des le premier jour d'imbibition, et une forte inhibition de I'¢longation racinaire chez Pisum

sativum.

Nos résultats démontrant la corrélation significative entre la germination et
I'élongation racinaire, sont en accord avec les rapports précédents sur I'effet des métaux sur

la germination et la croissance post-germinative, et supposent qu'un retard de I'allongement
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des radicules sous contrainte métallique pourrait étre a 1’origine de l'inhibition de la

germination en présence de fortes concentrations de métaux.

Aux faibles concentrations, les taux de germination sont significativement mais
Iégerement affectés par les métaux. Dans ce cas, les métaux agissent par leurs toxicités
spécifiques et leurs concentrations. Les faibles réductions des pourcentages de germination
suggerent que ces concentrations demeurent inférieures aux seuils de toxicité des métaux

testés, notamment pour le traitement au plomb.

L'estimation des longueurs des cellules radiculaires sous contrainte métallique
montre des effets hautement et négativement significatifs des métaux sur I'expansion
cellulaire. Les taux de réduction sont positivement corrélés aux augmentations des
concentrations.

Des corrélations ont été établies entre les pourcentages de germination et les
longueurs des cellules radiculaires dans les traitements au Cd, Zn et Pb. Une corrélation
positivement significative a été enregistrée dans les traitements Cd et Zn (r = 0, 71 et
r = 0, 39 respectivement), dans le traitement au plomb, la corrélation est non significative
(r=0, 08).

Ces résultats pourraient expliquer les corrélations significatives trouvées en haut
entre les pourcentages de germination et les longueurs des radicules pour les trois
traitements métalliques, et qui pourraient expliquer la restriction de la germination sous
stress métallique par limitation de la croissance des racines aprés passage des métaux dans
I'axe embryonnaire. Par conséquent, il s’avere que la limitation précoce de la croissance en
longueur des radicules par le Cd et le Zn pourrait &tre due a une limitation de 1’élongation

des cellules radiculaires.

La germination et la dormance sont controlées par [l'interaction entre les
phytohormones et les génes. En fait, des phytohormones spécifiques activent certains
génes, ce qui permet de réguler I'expression génique, permettant ainsi d’améliorer la
germination des graines [406]. LEE et al. [407] révelent le rble central de I'ABA dans
I'adaptation des plantes aux variations des conditions physiologiques et environnementales.
Les auteurs ont montré que sous stress, les plantes produisent rapidement cette
phytohormone sous forme d'a-glucosidase. GRAEBER et al. [408], ont montré que les

genes responsables de la synthése d’ABA sont impliques dans le processus de germination,
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et que cette hormone inhibe la germination en retardant I'expansion radiculaire et
I’affranchissement de lI'endosperme, en plus, la germination des graines est séverement

affectée par I'expression améliorée des facteurs de transcription.

Les recherches menées par MUNZUROGLU et al. [409] ont démontré que le
traitement par les métaux lourds pouvait induire I'accumulation d'’ABA. L'étude des effets
des métaux (Cu?*, Cd?* et Hg?") sur la germination des graines de mais a confirmé que la
synthése d’ABA induite par les fortes concentrations de métaux pourrait étre a l'origine de
I'inhibition de la germination [390]. En fait, depuis 1970, WALTON [410] a démontré que
I'ABA est un inhibiteur efficace de I'élongation cellulaire dans les embryons excisés
d’haricots, et ce que I’hormone soit ajouté avant ou aprés le début de I'élongation

cellulaire.

En outre, la surproduction de ROS (Reactive Oxygene Species) suite a la contrainte
métallique affecterait la germination par entrave de I'émergence des radicules [411]. Selon
SCHUTZENDUBEL ET POLLE [229], la génération des ROS augmente les dommages
oxydatifs des métaux entrainant ainsi, de nombreux effets toxiques sur les graines.
KRANNER ET COLVILLE [221], signalent que le code génétique des embryons pourrait
étre affecté par les ROS qui atteignent les acides nucléiques. En fait, les ROS affectant la
germination et ['établissement des plantules entrainent des effets potentiellement

mutagenes sur la future plante.

Dans les traitements plombiques, les corrélations non significatives trouvées entre
les pourcentages de germination et les longueurs des cellules radiculaires, laisse supposer
que les réductions des taux de germination ne peuvent pas étre imputées aux restrictions de
I’allongement des cellules des radicules. En fait, le plomb pourrait inhiber la germination
par limitation de la I’allongement des axes embryonnaires des racines, sans limiter

I'expansion cellulaire des radicules.

Selon les résultats dégagés de cette étude, le plomb réduirait la fréquence de
mitoses des cellules de I'axe embryonnaire. Le plomb agirait donc, sur la mérese et non sur
I’auxése. Ceci est en accord avec les nombreux rapports démontrant ce constat pour
plusieurs especes. BHOWMIK [412] a montré des effets cytotoxiques de doses croissantes
de plomb (0,001; 0,01; 0,1; 1 mg/kg) sur Allium cepa, Hordeum vulgare, Trigonella

foenumgraecum, Coriandrum sativum indiquant que le plomb induit une réduction
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progressive des index mitotiques et une augmentation des fréquences des aberrations

chromosomiques, corrélativement aux augmentations des concentrations.

SILVA et al. [413], signalent un effet génotoxique du Pb sur la laitue attesté par un
accroissement du nombre de cellules micronuclées, et une élévation de fragmentation de
I'’ADN. La toxicité significative de faibles doses de plomb qui n’affectent pas la
germination et la croissance était liee aux dommages d’ADN, et aux troubles mitotiques /
interphasiques. Les auteurs confirment que le Pb affecte toute la dynamique du cycle

cellulaire avec des altérations plus prononcées au niveau de I'anaphase.

Selon PATRA et al. [387], les sels inorganiques de plomb (chlorures et nitrates)
génerent de nombreuses c-mitoses et diminuent l'activité mitotique menant a une forte
inhibition de la croissance des racines. VENKATACHALAM et al. [414], ont décrit les
principaux changements génomiques induits par le Pb sur Acalypha indica L. comme étant
une altération de la force des amplicons d’ADN, une absence de brins normaux et
I'amplification de nouveaux brins que les témoins n’en possédent pas. De plus, peu de
brins disparaissent aux fortes concentrations de Pb (500 mg. L) par rapport aux plantes

témoins.

ATIENZAR [415] a confirmé que la génotoxicité induite par les métaux lourds est
due au stress oxydatif résultant des mutations générées par l'apparition de nouveaux
amplicons d'’ADN, et par la desintégration de I'ADN ou le réarrangement du matériel
génétique. En plus, la rupture du cycle cellulaire par le plomb résulte de 1’adsorption du Pb
a la paroi cellulaire et aux membranes conduisant a la perturbation de I'organisation des

microtubules, augmentant ainsi leur rigidité.

JIANG et al. [416], ont confirmé que la perturbation du cycle cellulaire induite par
le Pb est une conséquence de la fixation du Pb sur la paroi cellulaire et aux membranes,
augmentant leur rigidité, et / ou en raison de la perturbation de I'organisation des
microtubules. Selon PATRA et al. [387], toutes les formes de plomb agissent de la méme

maniere sur la mitose et la différence est notée au niveau de la biodisponibilité aux plantes.

1l. 2. 5. Conclusion

Atriplex halimus L. est une espece hautement tolérante au metal (loide)s. Sa
germination apparait résistante a des niveaux élevés d'oligo-éléments. La germination a des

concentrations élevées (jusqu'a 20000 ppm) de cadmium, de zinc et de plomb, montre que
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cette plante a de fortes potentialités et pourrait avoir les caractéristiques d’une plante
modele pour élucider les stratégies impliquées dans le phénoméne de tolérance des graines

aux métaux.

Comprendre les mécanismes d'action des métaux sur le processus de germination et
la croissance précoce des pousses peut étre d'un intérét pratique immédiat, et permet

d’ouvrir de nouvelles voies en biotechnologies.

Cette étude montre que le cadmium affecte plus négativement la croissance précoce
des pousses, et que les méetaux testés réduisent le taux final de germination en réduisant la

croissance des radicules.

Le cadmium et le zinc diminuent les longueurs des racines en diminuant la
longueur des cellules. Le plomb pourrait limiter 1’allongement des racines par des effets

génotoxiques entrainant des perturbations de I'activité mitotique.

En guise de perspectives, il serait utile d'étudier I'impact des métaux sur la plasticité
des parois cellulaires et le relachement pariétal pendant la germination a des concentrations

élevées de métaux essentiels et non essentiels.
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CHAPITRE 3
IMPACT DE L’ACCUMULATION DES METAUX CADMIUM, ZINC ET PLOMB
SUR LA CROISSANCE DE L’ATRIPLEX HALIMUS L. (AMARANTHACEAE), EN
CONDUITE HYDROPONIQUE
[l. 3. 1. Introduction

Dans les écosystémes terrestres, les métaux jouent un réle important pour le
développement et la croissance des plantes [417]. Certains métaux a faibles doses sont des
micronutriments essentiels, mais a des doses plus éleveées, ils peuvent provoquer des
troubles métaboliques et une inhibition de la croissance pour la plupart des especes
végétales [256]. Les metaux lourds n'ont aucune fonction pour I'organisme et peuvent étre

hautement toxiques lorsque leurs concentrations dépassent certains seuils [16].

Certaines plantes hyper-accumulent des métaux lourds dans leurs tissus et peuvent
donc étre potentiellement utilisees comme moyen efficace de remédiation [106]. La
phytoremédiation est actuellement admise comme étant une alternative commerciale aux
techniques conventionnelles de décontamination des sols modérément contaminés [114].
C’est une technologie relativement nouvelle et prometteuse pour les sites contaminés par
des meétaux lourds. La phytoremediation est l'utilisation de plantes pour éliminer les
contaminants organiques et / ou inorganiques du biote (phytoextraction), I'absorption et la
conversion en formes non toxiques (phytovolatilisation), ou la stabilisation d'une forme
inorganique dans une forme moins soluble (phytostabilisation) [418]. Le succes de la
phytoremédiation dépend des potentialités des plantes a absorber et a transloquer les
métaux lourds; une fonction spécifique du génotype et du phénotype [419]. Ces hyper-
accumulateurs doivent ensuite étre domestiqués (adaptation aux sols, climats, nature des

contaminants, amélioration génétique des especes sauvages).

La phytoextraction s'est concentrée sur les plantes hyperaccumulatrices, qui sont
capables d'accumuler des concentrations extrémement élevées de métaux dans leur
biomasse aérienne sans étre altérées [420]. En fait, les plantes hyperaccumulatrices
possédent souvent une faible biomasse, elles ne tolerent généralement qu'un ou deux

métaux et sont sensibles aux conditions climatiques [421].

L'utilisation des halophytes a des fins de phytoextraction a été recommandée, car
ces plantes sont naturellement présentes dans des milieux caractérisés par un exces d'ions

toxiques [422]. A. halimus dispose d’un systeme racinaire profond capable de faire face a
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la mauvaise structure et aux caractéristiques xériques de plusieurs substrats [423]. Cette
espéce est également capable de produire plus de quatre tonnes de matiére seche par
hectare et par an [82]. Des études ont démontré la capacité d’A. halimus a tolérer et a

accumuler d’importantes quantités de métaux [391].

Nombreuses sont les études qui ont testé I’impact des ¢léments traces métalliques
(ETM) sur la croissance et le développement des végétaux, cependant aucun travail n’a
montré jusqu’aujourd’hui I’effet de I’accumulation des métaux sur 1’évolution des
parametres morphométriques. Ce travail vise a montrer en premier, les potentialités
phytoremédiantes de 1’A. halimus, ensuite des marqueurs morphologiques de
I’accumulation des métaux seront proposés suite a I’étude des corrélations entre la

croissance et 1’accumulation.

1. 3. 2. Matériels et méthodes

1. 3. 2. 1. Stérilisation des graines et élevage des plants

Les graines récoltées sont séchées a 1’air libre puis décortiquées manuellement,
ensuite elles sont désinfectées par trempage dans deux bains successifs d’eau de Javel a

25% et d’eau distillée stérile pendant 10 min pour chacun.

Les graines sont semées dans des pots de 152 ml, remplis d’un substrat constitué¢ de
deux tiers de tourbe stérilisée, et un tier de sable de riviére déminéralisé. Les pots perforés
sont disposés dans des bacs contenant la solution d’irrigation. Le régime d’alimentation
hydrominérale suivi et comme suit : 30 jours d’eau distillée stérile, puis 15 jours d’une
solution de Murashige et Skoog (MS) 10 fois diluée [424]. Les solutions d’irrigation sont

préparées a un pH de 5,8 et sont renouvelées hebdomadairement.

II. 3. 2. 2. Dispositif expérimental et conduite de I’essai

Aprés deéterrement, les plants les plus homogeénes sont transférés dans des bacs
remplis de trois litres de solution nutritive et surmontées de plaques de polyester perforées.
Six plants par bac sont envisagés (2 provenances X 3 répétitions).

Aprés un mois de croissance (environ 15 a 17 étages foliaires), le stress métallique a été
appliqué. Les solutions tests ont été preparées a partir des metaux (Cd SO4 8/3 H20, Zn
SO4 7 H20 et Pb SO4) fournies aux concentrations de 5000 et 10000 ppm.
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Pour les traitements plombiques, le plomb est utilisé sans (Pb) ou avec chélateur (Pb-C) en
ajoutant le (Nax-EDTA) a des concentrations équimolaires. Les traitements témoins
correspondent a la solution nutritive (MS x10). Toutes les solutions sont ajustées a un pH
de 5,8 et sont renouvelées régulierement. Trois bacs par traitement métallique sont

envisagés.

1. 3. 2. 3. Mesures effectuées

Apres cing jours de stress, les plants ont été récupérés, rincés a 1’eau distillée,
essayés par du papier filtre, puis destinés a 1’étude des paramétres biométriques et

biochimiques.

L’ensemble des paramétres biométriques sont rapportés aux témoins de chaque traitement

pour estimer la variation relative de chaque parametre selon la formule suivante :
La variation relative (%) = (variation des plantes traitées / variation des plantes témoins) * 100

Ainsi ont été déterminés : Hauteur relative des tiges (Haut. T), longueur relative des
racines (Long. R), élargissement relatif des axes caulinaires (Diam. T), élargissement
relatif des axes racinaires (Diam. R), croissance relative des tiges (PF. T), croissance
relative des racines (PF. R), rendement relatif en matiere seche des tiges (PS. T),
rendement relatif en matieére seche des racines (PS. R), néoformation relative des nceuds

(NN).

Les paramétres biochimiques étudiés sont les taux d’accumulation et de
translocation des métaux. Le taux d’accumulation est déterminé selon le protocole de
VOGEL-MILKUS et al. [425] consistant a dissoudre 30 mg de poudre végétale dans 3,5
ml de mélange (HNOz / HCLO4) (7V / 1V), I’incubation a I’obscurité pendant 24 heures
puis dilution dans 05 ml de HNOs a 0,2 %. Le dosage a été réalisé par un
spectrophotomeétre a absorption atomique de marque A 300 a des longueurs d’onde de 217
nm pour le Pb, 213,9 nm pour le Zn et 228,8 nm pour le Cd.

Le taux de translocation des métaux est déterminé par la formule suivante :

quantité accumulée dans les feuilles (ug) 100

Translocation % = — - - — . . *
0 quantité accumulée dans les racines (ug) + quantité accumulée dans les feuilles (ug)
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Plants d’A. halimus apreés 15 jours
de croissance sur solutions enrichies
par les métaux (Cd, Zn et Pb)

Figure Il. 3. 1. Dispositif expérimental de ’essai sous serre (culture hydroponique).
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1l. 3. 3. Résultats

1. 3. 3. 1. Effets des métaux lourds sur la croissance

Les variations des paramétres biométriques en fonction des facteurs provenance,
métal, concentration et leurs interactions sont regroupées dans le tableau 11.3. 1. L’analyse
de ce tableau montre que le facteur écotype permet des variations significatives (P <0,1)
des diameétres des racines et des poids secs des tiges, des variations hautement
significatives (P <0,01) des hauteurs des tiges, et des variations trés hautement
significatives (P <0,001) des diametres des tiges, et des poids frais aériens et souterrains.
Ceci montre que les écotypes testés répondent differemment aux métaux quant aux

parametres cités.

Tableau Il. 3. 1. Effets des variables écotype, métal, concentration et leurs interactions sur
les variations des taux relatifs de croissance (Haut.T : Hauteur des tiges; Long.R:
Longueur des racines ; Diam.T : Diametre des tiges ; Diam.R : Diametre des racines ; PF.
A : Poids frais aérien ; PF. R : poids frais racinaire ; PS. A : Poids sec aérien; PS. R :
Poids sec racinaire ; NN : Néoformation des nceuds) de deux écotypes d’Atriplex
halimusL. (MOS et REL).

Variables DDL Haut.T Long.R Diam.T Diam.R PF.A PF.R PS.A PS.R NN
Ecotype 1 6,722%* 0,049N 33,386***  2,617* 16,467***  14,832***  5484* 0,049NS- 1 614NS
Métal 8 5,547*** 1,911NS 4,117%* 2,507* 42,207*** 4,361** 1,025NS 1,911N8 9,437***
Concentration 2 34,951%**  0,37NS 9,763%** 14,606***  32,699***  2,034NS 4,401* 0,37NS 39,267***
Ecotype x Métal 8 2,285* 0,107NS 0,156 0,701NS: 1,538NS 0,796 NS OISEES 0,107NS 0,852NS
Eco. x Concentration 2 1,89Ns: 0,269NS  9,171%** 1M 4,146** 3,867 1,518NS 0,269NS 0,632NS
Métal x Concentration 6 1,959* 1,056 NS 1,6Ns 1,069 NS 10,825*** 2,058* 0,604 NS 1,056 NS 3,020%**
Eco. x Métal x Con. 6 0,63NS 0,8NS: 0,074NS: 0,763Ns: 0,475Ns: 0,584 NS 0,752NS 0,8NS 0,782Ns:

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P < 0,1 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001 ; N.S., non significatif.

Le facteur metal exerce a son tour des effets significatifs (P <0,1) sur les variations
des diameétres des axes racinaires, et des effets hautement significatifs (P <0,01) sur les
diamétres des axes caulinaires et les poids frais des parties souterraines. Les effets trés
hautement significatifs (P <0,001) sont relevés au niveau de la végétation aérienne en
variant fortement la hauteur, le poids frais et la néoformation des nceuds. Ainsi, il s’avere

que la croissance est affectée significativement par la nature du métal en question.
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Tous les paramétres caulinaires sont sensibles aux variations des concentrations des
métaux. Les variations des diamétres racinaires sont fortement régies par les doses des

métaux dans la rhizosphere (P <0,001).

Parmi les effets d’interactions, le facteur écotype-concentration permet des effets
trés hautement significatifs sur les variations des diamétres des axes caulinaires (P <0,001),
et I’interaction métal-concentration conditionne largement les poids frais aériens et nombre

de nceuds néoformés (P <0,001).

La comparaison des moyennes des facteurs d’étude selon le test de Newman-Keuls

montre une supériorité des moyennes de I’écotype MOS par rapport a REL.

L’étude du facteur métal montre que les traitements plombiques demeurent sans
effets notables sur la végétation aérienne, cependant une fois associés a un chélateur, ils
permettent des effets statistiguement similaires au cadmium et au zinc sur la hauteur et le
poids frais des tiges, ainsi que sur la néoformation des nceuds. Les effets préjudiciables du
pb-C sont plus prononcés sur le poids frais racinaire. Sur les diamétres caulinaires, la
chélation est non significative (96,58% pour le Pb et 95,82% pour le Pb-C). Le zinc et le
cadmium réduisent significativement la majorité des paramétres biométriques avec des
taux relatifs respectifs de 1’ordre de 33, 7 % et 36, 8 % pour la hauteur des tiges, 86% et
86,5 % pour le diametre des tiges, 58% et 57% pour le poids frais des tiges, et 35% et

35,6% pour la néoformation des nceuds (Figure 1l. 3. 2).
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Figure I1. 3. 2. Effets des traitements métalliques Cd, Zn, Pb et Pb-C sur les variations

relatives de la croissance des parties aériennes et souterraines de deux écotypes d’A.

halimus L (MOS et REL) cultivés en hydroponie. Les résultats sont comparés par le test de

Newman-Keuls et représentent la moyenne de six répétitions + ET.
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1. 3. 3. 2. Accumulation et translocation des métaux

Des taux d’ETM accumulés dans les parties aériennes et souterraines des jeunes
plants ont été déterminés. Le tableau I1. 3. 2 résume les résultats de 1’analyse de la variance
de ces deux parameétres. Il se montre que les trois facteurs d’étude ainsi que leurs

interactions permettent des effets hautement significatifs sur les variations obtenues.

Tableau Il. 3. 2. Effets des variables « écotype », « métal », « concentration » et leurs
interactions sur les variations des taux d’accumulation (ETM.PA : Dans les pousses ;
ETM.PS : Dans les racines), et de translocation (% TRANS) des métaux Cd, Zn et Pb de
[’Atriplex halimus L.

Variables DDL ETMPA ETMPS % TRANS
Ecotype 1 2SN, 20,476 0,01 NS
Métal 3 566,01 17297,72™"  292,692™™
Concentration 2 518,127 11609,48™" 261,372
3
2

1,783NS: 11,392™ 0,048 NS
Ecotype x Concentration 5,139™ 12,343 0,109 N-S-
Métal x Concentration 6 147,6™ 4523598  85,012""
Ecotypex Métal x Concentration 6 3,594 3,586™ 0,04 NS

Ecotype x Métal

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P < 0,1 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001 ; N.S., non significatif.

L’analyse des moyennes selon le test de Newman-Keuls indique que les deux
écotypes MOS et REL accumulent les métaux dans leur végétation aérienne en fonction de
la nature du métal et de sa concentration indépendamment des variations génotypiques.
Cependant, 1’écotype REL se montre plus apte a accumuler les métaux dans les parties

souterraines.

Le plomb est le métal le plus accumulé dans la partie racinaire, mais avec un
chélateur, il devient le moins présent dans les racines. Au niveau des tiges, c’est tout a fait
I’inverse, a savoir, peu accumulé seul et le plus accumulé aprés mobilisation

comparativement aux deux autres métaux.
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Tableau II. 3. 3. Accumulation des éléments traces métalliques (Cd, Zn et Pb) dans les

parties aériennes et souterraines de deux écotypes d’A. halimus L. (MOS et REL) cultivés

en hydroponie.

Métal

Cd 0
5000
10000
Zn 0
5000
10000
Pb-C 0
5000
10000
Pb 0
5000
10000

Concentration
(ppm)

ETM.PA ETM.PS

MOS REL MOS REL
0+0e 0+0e 0+0k 0+0k
49205 +32,7d 4854,4+16,3d 4939,4+£32,716e 4977,2+432¢
4987,6 £29,7d 5043,3+28,3d 51188 +16,3¢ 51472 +32,7¢
12778 £2899 ¢ 996,3+723,7¢ 14421 +12761i 882,1+852]
5365,3 +68,4d 5202 +125,5d 4962,1+229¢e 5038,6 +101,2 ¢
5501,3 + 148,3 d 5562,7 +26,3d 51953+ 77,7¢ 5196,3+17,2¢
0+0e 0+0e 0+0k 0+x0k
17425 £2162,2ab 16452,2+2145b  1318,4+320,3ij  1950,2+678,2h
14620 +5511,4 ¢ 18671,6 £1740,8a 3134,6+299¢g 4097 £479,7 f
0+0e 0+0e 0+0k 0+0k
0+0e 261,6+453,1¢e 27776,1 £460,6 d 29495+ 1186,2¢
576,1+2299 e 1042,6 £1264,2e  30033,3+566,6 b 30600 + 1235 a

Les valeurs représentent les moyennes + ET.

Les taux d’accumulation sont relatifs aux concentrations fournies, avec des

augmentations des taux positivement corrélés aux augmentations des concentrations.

Les taux moyens de métaux accumulés dans les parties aériennes et souterraines sont

illustrés dans le tableau 3. 3.L’analyse de la variance de translocation des métaux (Tableau

Il. 3.2), montre des effets tres hautement significatifs (P<0,001) des facteurs métal,

concentration et leurs effets d’interactions. Les taux de translocation enregistrés chez les

deux écotypes varient en fonction de la nature du métal en question et de sa concentration

dans le milieu (Figure I1. 3. 3).

Taux de translocation (%)
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d
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Traitement métallique

RN

Figure I1. 3. 3. Taux de translocation des métaux Cd, Zn et Pb chez A. halimus. L cultivée

en hydroponie. (Pb-C : Pb avec chélateur). Les valeurs sont dégageées par le test de

Newman-Keuls et représentent la moyenne de six répétitions + ET.
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1. 3. 4. Discussion

Chez les végetaux, la morphogenése est largement post-embryonnaire et comme la
croissance des organes, elle est influencée par les facteurs environnementaux [426]. Les
métaux lourds font partie des stress environnementaux qui peuvent causer des

perturbations dans le cycle de vie et la diminution de la croissance des plantes [427].

L’utilisation d’une plante en phytoremédiation implique une bonne croissance, un
niveau adéquat d’accumulation et une translocation efficace des métaux absorbés. Les
résultats montrent que pour I’ensemble des parameétres biométriques testés, 1’écotype MOS
enregistre les valeurs maximums de croissance, et ce dans I’ensemble des traitements
métalliques. Cette différence de réaction entre provenances d’A. halimus a été évoqué par
plusieurs auteurs [91] ; [352] ; [375]. MAALEM et al. [428] prétendent que la grande
divergence existante entre les génotypes de 1’espéce A. halimus, trouverait son origine dans
le caractere hétérozygote et polyploide caractérisant cette espéce. HADDIOUI ET
BAAZIZ [429] ont découvert a travers une étude iso enzymatique, une ample différence
génétique entre populations d’A. halimus, et ont montré qu’elle est due, aux différences de

fréquences des all¢les plutot qu’a leur polymorphisme.

L’¢étude de 1’évolution relative (par rapport aux témoins) des longueurs, diametres,
poids frais et secs des parties aériennes et souterraines des plants, ainsi que la néoformation
des nceuds a permis les discussions suivantes : Pour les racines, les résultats montrent que
méme a 10000 ppm de métaux, le poids frais de REL n’est pas affecté, au moment ou celui
de MOS transgresse les témoins. Quant a la végétation aérienne, les poids secs obtenus
montrent que les métaux aux doses utilisées ont amélioré (augmenté) ce parametre. Ces
résultats corroborent ceux rapportés par TAUQEER et al. [4], qui en étudiant les effets des
métaux Cd et Pb sur la croissance d’Alternanthera bettzickiana, ont observé une grande
tolérance, sans exhibition des symptdmes de phytotoxicité. Les auteurs ont relevé une
augmentation graduelle des parametres de croissance en augmentant les concentrations des
deux metaux jusqu'a 1mM. Cependant, la croissance des plantes est reduite par des

concentrations plus élevées (a 2 mM).

A fortes concentrations, les métaux induisent une réduction générale des autres
parametres testés. Cependant, aucune mortalité n’a été relevée. Cette réduction est fonction
de la nature du métal en question et de sa concentration. Selon LIAO et al. [430], Le Cd

induit chez A. halimus L., des changements complexes notés a 1’échelle génétique,
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biochimique et physiologique conduisant a la phytotoxicité, et dont les symptomes les plus
évidents sont la réduction de la croissance des tissus et des organes [39]. BEN GHNAYA
et al. [431], ont montré qu’en réponse au stress métallique induit par 2000uM de Zn et 250
uM de Cd, les plants de Brassica napus L. ont réagi par une diminution de leur poids frais

et secs.

La croissance des plants d'Atriplex (A. hortensis et A. rosea) exprimée en poids sec
des pousses et des racines a été inhibée par de fortes concentrations de Cu, Ni, Pb et Zn
[423]. AMNA et al. [33], ont rapporté que la croissance et la biomasse de Linumusita
tissimum diminuaient progressivement avec l'augmentation des concentrations du cadmium
dans le sol.

L’analyse comparative des impacts des métaux sur la croissance montre que le
plomb appliqué seul n’entrave pas la croissance aérienne ni souterraine des plants, mais
une fois combiné a un chélateur, il induit une réduction des parametres aériens (poids frais,
hauteur et nombre de nceuds néoformés) statistiquement du méme ordre que celle causée
par le cadmium et le zinc. TAUQEER et al. [4] ont trouvé qu’a la méme concentration, le
Cd inhibe plus la croissance des plantes d’A. bettzickiana par rapport au Pb. Les résultats
dégagés de cette recherche montrent que I’évolution des diamétres des axes caulinaires
s’est montrée inchangée par la chélation et que les effets les plus préjudiciables du Pb sont
observés au niveau du poids frais racinaire. La croissance des racines est plus sensible aux
métaux que celle des végétations aériennes [432]. Ceci pourrait étre di au fait que les
racines sont la premiére interface en contact avec les métaux toxiques et dont en découlent
de nombreuses conséquences néfastes sur leur croissance et sur toute la plante

ultérieurement.

Il a été démontré que 1'ajout de ’EDTA augmente significativement 'accumulation
du Pb dans les pousses [353]. La pollution par le zinc montre que ce sont les parametres
aériens (hauteur des tiges, poids frais de la végétation et nombre de nouveaux nceuds), qui
sont les plus affectés par ce métal. Les plantes poussant sur un exces de Zn le stockent dans
les feuilles, ce métal est un cofacteur de nombreuses enzymes impliquées dans la
respiration, la photosynthese et la biosynthese des hormones végétales [433]. Ainsi le zinc
affect négativement la physiologie et la morphologie de la feuille ; diminution du nombre
de chloroplastes par cellule et de la quantité d'amidon dans chaque chloroplaste, aussi

augmentation du nombre de plastoglobules. Les modifications morphologiques observées
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comprennent ¢également [’augmentation de la largeur des cellules palissadiques,

1’épaississement de I'épiderme supérieur et des troubles cellulaires générales [434].

Les effets inhibiteurs des métaux Zn, Pb et Cd trouvés dans cette étude,
statistiquement similaires ont été évoqués par ODJEGBA ET FASIDI [435], démontrant
qu’a fortes concentrations, le zinc devient phyto-toxique du méme ordre que les métaux

non impliqués dans le métabolisme des plantes tels le cadmium ou le mercure.

Dans cette recherche, les taux d’accumulation des métaux Cd, Zn et Pb ont été
calculés, les résultats montrent que les deux écotypes testés présentent la méme tendance
d’accumulation dans les parties aériennes et que les taux atteints sont tributaires du métal
en question et de sa concentration dans le milieu. Ainsi I’ordre d’accumulation est comme
suit: Pb-C > Zn > Cd > Pb, avec des taux respectifs d’accumulation de 1’ordre de :
11194,82 mg. Kg?, 3984, 29mg.Kg?, 3300, 99mg.Kg?, 313,39 mg. Kg}(MS). A I’échelle
racinaire, les résultats montrent que la provenance REL enregistre un taux moyen
d’accumulation de 7281,983 mg. Kg}(MS) ; ce taux est significativement plus élevé que
celui de MOS (6993,377 mg. Kg*MS). Ce résultat pourrait expliquer la meilleure
croissance déja observée de ce dernier écotype et qui pourrait étre imputée a la moindre

accumulation des métaux.

La capacité de translocation représente la quantité de métal présent dans les parties
aériennes rapportée a la quantité totale de métal absorbé par la plante [50]. Les taux
moyens de translocation estimés pour les quatre traitements métalliques Pb-C, Zn, Cd et Pb
sont respectivement : 81,49%, 51,51%, 49,42%, 2,51%.

Dans le cadre de la phytoremédiation, les seuils d’accumulation sur la base de la
matiére séche aérienne sont fixés par BAKER et al. [436] a 10000 mg. Kg ' (1%) pour le
Zn, 1000 mg. Kg*(0.1%) pour le Pb et 100 mg. Kg*(0.01%) pour le Cd. Ainsi, en se
référant a ces normes, il s’avére qu’A. halimus est hyperaccumulateur de cadmium,
cependant plus de la moitié de la quantité absorbée reste liée aux racines. Ce résultat est en
accord avec les nombreux travaux montrant que la grande quantité du Cd absorbé est
retenue par les racines d’A. halimus [39] ; [40] de Lactuca sativa[48] d’Oryza sativa[437]
et du Pisum sativum [438]. NEDJIMI ET DAOUD [39] ont trouvé qu’environ 75% du Cd
reste adsorbée au niveau des racines. Comparativement a ce résultat, MESNOUA et al.
[40] ont trouvé des taux d’accumulation trois fois plus élevés dans les parties aériennes et

multipliés par quatre dans les racines, et ont expliqué la différence par les conditions
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d’expérimentations différentes. La nature génotypique des écotypes testés pourrait a son
tour expliquer cette différence d’affinité pour ce métal et pourrait construire un élément de

criblage génétique a I’accumulation du cadmium.

Pour I’ensemble des traitements métalliques, les quantités accumulées dans les
pousses et les racines sont positivement et significativement liées aux concentrations
fournies (Tableau Il. 3. 4), ceci est en accord avec les rapports de [4] et [423]. L’étude de
I’accumulation du plomb montre que ce métal est majoritairement retenu par les racines,
mais avec un chélateur, il se trouve hyper-accumulé dans la végeétation aérienne [353].
Dans cette étude, la chélation a permis de multiplier la quantité accumulée dans les pousses
par 35 et le taux de translocation est 32 fois plus éleveé comparé a celui des traitements sans
chélateurs.

L’A. halimus montre de faibles taux d’accumulation en zinc par rapport aux
normes, cependant le taux de translocation est plus élevé par rapport au cadmium, ainsi

plus de la moitié du métal absorbé est acheminé a la végétation aérienne.

Les coefficients de corrélations entre les quantités de métaux accumulées dans les
parties aériennes et souterraines des plantes sont calculés. Ces coefficients sont de 1 (Cd),
0,99 (Zn), 0, 42 (Pb) et 0,77 (Pb-C). Ce résultat méne a s’interroger si la répartition des
métaux absorbés entre compartiments aériens et souterrains pourrait renseigner sur le
niveau de régulation imposée par la plante pour adapter sa morphologie et sa physiologie
au stress métallique ? S’agit-il du niveau de tolérance (réarrangement interne et

adaptation) ?

Les corrélations significativement élevées entre les taux d’accumulation et les
variations des paramétres morphologiques présument que ces derniers sont des marqueurs
d’accumulation. Les coefficients de corrélations calculés sont regroupés dans le tableau II.
3. 4. D’apres ce tableau, les fortes corrélations sont relevées au niveau des parametres
aériens ; élongation caulinaire, poids frais des pousses et néoformation des nceuds pour les
trois traitements metalliques (Cd, Zn et Pb-C). Ce resultat est en agrément avec HU et al.
(2012) démontrant que le plomb a significativement inhibé la croissance des pousses de
Chenopodium album, avec un taux de réduction de 35% a 300 mg/L, et de 45% de
réduction des longueurs des pousses par rapport au témoin a 800 mg / L de Pb en solution.
Selon KACHOUT et al. [423], la croissance de 1’Atriplex a été fortement inhibée par les

fortes concentrations de polluants. La réduction de la croissance pourrait aussi étre due a la
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suppression de la croissance en longueur des cellules [423]. En outre, une réduction de la
biomasse et de la taille des feuilles de Salix viminalis L. a été observée en augmentant les
concentrations de Cd. Le Cd a 20M réduit la biomasse des pousses de 18% par rapport au
témoin, et c’est a 50M que les racines subissent une réduction significative [339].
L’¢élongation racinaire est significativement corrélée a I’accumulation du cadmium, du zinc
et du plomb au niveau de la végétation aérienne apres chélation. Les symptdmes de toxicité
par le zinc incluent 1’inhibition de la croissance des racines [251]. En outre, le test de
corrélations montre que la croissance en largeur des diametres racinaires est également
significativement corrélée a 1’accumulation des trois métaux. Ce résultat confirme ceux
trouvé par EBBS ET KOCHIAN [423], montrant que les racines des plantes poussant sur
de hautes teneurs en Zn avaient des diametres plus petits que celles des témoins. La
biomasse racinaire était significativement plus faible pour les espéces du genre Brassica en
présence des métaux Cu et Zn [423]. Le diametre des axes caulinaires est un indicateur de
I’accumulation des métaux Cd et Zn dans les pousses et les racines, alors le poids sec de la
végétation marque 1’accumulation du Zn dans les compartiments aériens et souterrains de

la plante.
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Tableau 1l. 3. 4. Coefficients de corrélation (r) entre les parametres morphométriques et les
taux d’éléments traces métalliques Cd, Zn et Pb accumulés dans les compartiments aériens

et souterrains de deux écotypes d’A. halimus (MOS et REL) Cultivés en hydroponie.

Variables / Taux Concentration HautT Long.R Diam.T Diam.R PFA PFR PSA PSR NN
Métaux d’accumulation

Cd ETM.PA 0,88* -0,97* -0,86* -0,50* -0,36* -0,93* 0,02 0,15 -0,19 -0,98*

ETM.PS 0,88* -0,97* -0,87* -0,50* -0,36*  -0,93* 0,02 015 -0,19 -0,98*

Zn ETM.PA 0,88* -0,99* -0,85* -0,50* -0,55*  -0,87* 018 037 0,10 -0,96*

ETM.PS 0,88* -0,99* -0,86* -0,50* -0,54* -0,88* 0,18 0,36* 0,09 -0,97*

Pb-C ETM.PA 0,82* -0,43* -0,34* -0,17 -045*  -0,63* -0,15 0,12 019 -0,91*

ETM.PS 0,95* -0,52* -0,16 -0,10 -0,51*  -0,60* -0,09 0,02 014  -0,78*

Pb ETM.PA 0,55* -0,27 0,03 0,02 -0,17 -0,11 0,24 -0,10 0,09 -0,09

ETM.PS 0,89* -0,19 0,05 -0,14 -0,25 0,27 039* 026 -0,09 -0,11

*Corrélation significative au seuil a= 0,05.

1l. 3. 5. Conclusion

Une culture hydroponique de deux écotypes d’A. halimus a été conduite pour
répondre aux questions suivantes : Peut A. halimus étre utilisé en phytoremédiation des
métaux cadmium, zinc et plomb ? Par quelle stratégie ? Et quel parametre morphologique

peut-on utiliser comme marqueur d’accumulation ?

Les résultats montrent qu’A. halimus est un hyper-accumulateur de cadmium
cependant, plus de la moitié de la quantité absorbée reste fixée au niveau des racines, ainsi
cette espece peut étre utilisée comme plante phytostabilisante. Le taux de translocation
atteint reste intéressant menant a penser a la phytoextraction induite par les chélateurs. Si
I’A. halimus est a utiliser comme couvert végétal dans les sols multi-pollués par les
métaux, I’écotype MOS, serait le plus recommandé vu sa tolérance et adaptation. La plante
est stabilisante du plomb et par la chélation elle devient idéale pour une phytoextraction
efficace de ce metal.

Les parametres : hauteur des pousses, poids frais des pousses, néoformation des
nceuds et diamétre des racines peuvent construire de bons marqueurs de 1’accumulation du
Cd, Zn et Pb. L’¢longation racinaire témoigne 1’accumulation du Cd et du Zn, et le
diametre de 1’axe racinaire est un indicateur de I’accumulation du zinc et du cadmium. La
matiere seche aérienne est un indicateur spécifique pour 1’accumulation du zinc.
L’estimation de I’efficacité de ces marqueurs morphologiques d’accumulation sur d’autres
écotypes, voire especes, métaux et concentrations, leur donnent plus de crédibilité pour

qu’ils soient universels.
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CHAPITRE 4

TOLERANCE DE L’ATRIPLEX HALIMUS AUX METAUX PLOMB, ZINC ET
CADMIUM : REPONSES PHYSIOLOGIQUES ET OSMOREGULATION

1l. 4. 1. Introduction

Les éléments minéraux sont largement répandus dans la terre et sont essentiels pour
la vie humaine et la viabilité de I’ensemble des étres vivants; le cuivre, le zinc, le
manganese, le fer et d’autres micronutriments sont essentiels pour tous les végétaux.
Parmi les métaux non nutritionnels, le cadmium et le plomb sont les plus fréquents et
nocifs [279].

Les végétaux terrestres peuvent souffrir des pollutions suite aux dépdts
atmosphériques de métaux, la contamination des eaux d’irrigation, ou suite a un
déséquilibre de la formule métallique du sol par exces d’éléments utiles ou présence

inhabituelle d’éléments inutiles.

La contamination des sols par les métaux est une préoccupation mondiale sérieuse ;
et le développement des technologies de remédiation efficaces est nécessaire. La
phytoremédiation est une technologie solaire, respectueuse de l'environnement et bien

acceptée par la communauté scientifique, elle est basée sur 1’utilisation des plantes [13].

La découverte de nouvelles plantes tolérantes a la pollution métallique, et a larges
spectres d’accumulation est primordiale pour la réussite des technologies de
phytoremédiation. En outre, la compréhension des stratégies adaptatives et la définition des
marqueurs de tolérance et d’accumulation communs chez I’ensemble des plantes
accumulatrices, et/ou spécifiques aux especes endémiques des zones a risques de pollution,
permettraient plus d’avancées en recherche fondamentale et plus de rentabilité des projets
effectifs de dépollution.

Atriplex halimus L. (Amaranthaceae) ; un des principaux arbustes xéro-halophyles
peuplant les zones semi-arides et arides (pluviométrie annuelle < 600 mm) est
particulierement répandu dans les sols salins et dégradés [89]. En plus de sa remarquable
résistance aux stress abiotiques tels le stress hydrique [65] et le stress salin [440], il résiste
aux métaux lourds [34] ; [391] ; [441].
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Des explications des mécanismes mis en ceuvre par cette espece face aux conditions
extrémes du milieu ont été fournies suite aux études des traits morphologiques,
physiologiques, anatomiques et biochimiques contribuant a sa notable tolérance aux stress
abiotiques [89]. Des auteurs ont montré que le stress salin se traduisant généralement par
un stress hydrique secondaire inhibe la croissance en affectant [’absorption et
I’acheminement d’eau et du fait du faible potentiel hydrique (‘Yw) du milieu salin [442] ;
[443] ; [87]. MUNNS [444], affirme que la toxicité ionique due a 1’accumulation tissulaire
des ions Na* et CI- déséquilibre le statut nutritionnel en minéraux des tissus.

L’ajustement osmotique (AO) est I'un des paramétres les plus communément
étudiés lors des situations de stress. Il s’agit d’une compartimentation d’osmolytes
organiques ou inorganiques.

Les relations hydriques, les pigments chlorophylliens, les activités photosynthétique
et enzymatique, les aspects nutritionnels et métaboliques ont toujours constitué des
marqueurs de choix pour 1’étude des niveaux de tolérance et des impacts de divers stress
sur le fonctionnement des systemes végétaux. Beaucoup de ces marqueurs ont déja été
testés pour étudier la tolérance de |I’A. halimus aux métaux lourds, cependant, peu est
connu sur la physiologie de ’adaptation au stress métallique et ’intérét de I’ajustement
osmotique dans la tolérance en relation avec les niveaux d’accumulation des métaux.

Cette espece exhibe un grand polymorphisme intra et interspécifique [375]; [445],
ses capacités phytoremédiantes varient considérablement d’une population a 1’autre [441],
donc, ses stratégies adaptatives sont revues a la variabilité et leur détermination est d’un
apport signifiant pour la généralisation des mécanismes de tolérance entre écotypes et a

divers métaux.

Cette recherche vise 1’étude des potentialités phytoremédiantes de I’A. halimus L. et
I’implication des marqueurs communs de tolérance aux stress hydrique et au salin dans la
tolérance au stress métalliqgue. La contribution et la crédibilité des marqueurs
physiologiques et 1’ajustement osmotique sont Vérifieés a travers 1’étude de deux écotypes
d’A. halimus ; un prélevé d’une zone saline (Mostaganem) et I’autre ramené d’une zone
aride (Relizane). Une étude comparative des réponses en fonction des types de métaux ;
nutritionnels (Zn) et non nutritionnels (Cd, Pb) est établie, ainsi seront estimées les
corrélations entre les niveaux d’accumulation des métaux lourds dans les compartiments
aériens et souterrains des plants avec la compartimentation des cations calcium et

potassium.
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1. 4. 2. Méthodes

1l. 4. 2. 1. Dispositif expérimental et conditions de culture

Les graines des deux écotypes ont été séchées a 1’air libre puis décortiquées manuellement,
ensuite elles sont désinfectées par trempage dans deux bains successifs d’eau de Javel a 25% et
d’eau distillée stérile pendant 10 min pour chacun.

Les graines ont été semées séparement dans des bacs remplis de tourbe industrielle
et irrigués quotidiennement. Apres deux mois (ce qui correspond a 6 a 8 étages foliaires),
les plants les plus homogenes ont été sélectionnés et transplantés dans des pots (d’un
volume de trois litres) remplis d’un substrat constitué de tourbe et sable déminéralisé (2V :
1V). Le substrat est d’une capacité de rétention de 60%, d’une capacité d’échange
cationique (CEC) de. Les pots sont disposés dans une serre semi-automatique, et sont
irrigués par de I’eau distillée dont les quantités apportées quotidiennement sont
déterminées par voie pondérale, ce pour éviter tout risque de stress hydrique secondaire.
Aprés quatre mois de culture, le stress métallique a été imposé par des solutions des
métaux (Cd SO48/3 H,0, Zn SO4 7 H,0 et Pb SO.) a des concentrations de 500, 1000 ou 1500
ppm. Les solutions sont ajustées a un PH de 5,8. Les traitements plombiques sont
combinés a un chélateur (Naz2- EDTA) a des concentrations équimolaires. Les témoins sont
irrigués par de I’eau distillée. Trois répétitions par traitement sont prévues et les pots sont
arrangés selon une disposition complétement randomisée a raison de trois répétitions par

traitement metallique.

Apres deux mois d’irrigation par les solutions tests, les plants ont été déterrés,
scindés en leurs parties aériennes et souterraines et soumis aux mesures et analyses

suivantes.
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Figure II. 4. 1. Dispositif expérimental de ’essai sous serre (culture en pots).
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1. 4. 2. 2. Mesures effectuées

Le poids spécifique des feuilles calculé a partir du rapport poids sec /surface foliaire
[464]. Le poids sec est déterminé par séchage a I’étuve a 60°C pendant 48h, et la surface
foliaire est mesurée par le logiciel Mesurim ; Logiciel d’acquisition et traitement d’images

téléchargeable au site :

(http://acces.enslyon.fr/acces/logiciels/applications/mesurim/telechargement).

La teneur relative en eau TRE (%), déterminée selon 1I’équation de BARRS ET
WEATHELEY [447]: TRE (%) = [(Pf-Ps) / (Ppt-Ps)] x 100. Avec Pf : Poids frais ; mesuré
immédiatement apres prélevement des feuilles. Ppt : Poids plein turgescence ; déterminé
24 h apreés trempage des feuilles dans des tubes d’cau distillée placés a 4°C et a I’obscurité.
Ps : Poids sec ; obtenu aprés 48 h d’étuvage a 60° C.

Le potentiel osmotique (PO) déterminé par un mico-osmometre manuel de marque
Loser type 6/6M. 100 pl d’extrait foliaire de chaque traitement ont servi d’échantillon de

mesures.

La conductance stomatique (gs) estimée in vivo par un porométre, dont le
thermocouple est mis en contact avec la partie centrale de la feuille. Les résultats sont
rapportés a 20°C par des corrections automatiques des variations d’humidité relative de

I’air et des températures foliaires et ambiantes.

Les pigments chlorophylliens. Les teneurs en chlorophylles a et b et caroténoides sont déterminées
selon le protocole de LICHTENTHALER [448] consistant a une extraction a froid d’environ 1g de
matiere fraiche foliaire dans 25 ml d’acétone. Aprés 10 min de centrifugation a 5000 g a 4°C, une
mesure de 1’absorbance A est effectuée a 470, 662 et 645 nm a I’aide d’un spectrophotométre
(Marque : Shimadzu UV-1605). Les teneurs en pigments, exprimées en pg. g"*MF, sont calculées a

partir des équations suivantes :

Ch. A=11, 24 A662 — 2, 04 A645
Ch. B =20, 13 A645 — 4, 19 A662
Ch. X+ C =(1000 A470 -1, 90 Ch. A- 63,14 Ch. B) / 214

(Ch. A et Ch. B : Concentration en chlorophylles a et b ; Ch. X + C : Concentration en

caroténoides).
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La teneur en proline est déterminée selon la méthode colorimétrique de TROLL ET
LINDSLEY [449] reprise par MAGNE ET LARHERN [450]. Le protocole comporte une
étape d’extraction a partir de 150 mg de feuilles jeunes prises pres de I’apex et mises dans
3 ml de méthanol. L’extraction se fait a chaud dans un bain-marie a 90°C pendant une
heure. Aprés refroidissement, vient 1’étape de dosage consistant a ajouter a 1 ml de
I’extrait, de 2 ml d’une solution de ninhydrine a 1% dans I’acide acétique glacial : eau (60
40 V/V). L’ensemble est placé dans un bain-marie a 100°C pendant une heure. Apres
refroidissement, 5 ml de toluene sont ajoutés et le mélange est vigoureusement agité. Apres
30 minutes de repos, la phase supérieure est prélevée et la densité optique est lue a 520nm.
Les résultats exprimés en umol. g MF sont référés a une courbe étalon établie a partir des

concentrations croissantes d’une solution de proline a 1pg/ml.

Dosage des sucres solubles, les sucres simples sont extraits selon la méthode de
SCHIELDS ET BURNETT [451] reprise par GOMEZ [452]. Cette méthode est basée sur
le fait que ’acide sulfurique trés concentré transforme a chaud les oses en dérivés
furfuraux qui seront condensés et prennent la couleur bleu vert en présence de
I’anthrone.100 mg de feuilles sont macérés dans 2,25 ml d’éthanol a 80% pendant 20
heures. 2 ml de cet extrait sont prélevés et 10 fois dilué avec 1’éthanol 80% (réactif A). 04
heures avant I’initiation de 1’essai, 2g d’anthrone pur est additionné a 11 d’acide sulfurique
(réactif B). 4 ml de ce réactif est ajouté au réactif A. L’ensemble est délicatement mélangé
et maintenue dans la glace fondante. Les tubes sont agités au vortex, placés dans un bain-
marie a 92°C pendant 8 minutes et enfin refroidis pendant 30 minutes a 1’obscurité.

L’absorbance est lue a 585nm, et les résultats sont exprimés en mg. g™ de MF.

Les teneurs en cations Ca®*et K* et les taux d’accumulation des métaux cadmium,
zinc et plomb sont déterminés aprés mise en solution des métaux par digestion acideselon
le protocole de VOGEL-MILKUS et al. [425] detaillé dans le chapitre précédent. Les
absorbances sont lues par un spectrophotometre a flamme a des longueurs d’onde de 768

(K*) et 554 (Ca?*). Les concentrations en minéraux sont exprimées en g. Kg* MS.

Les taux d’accumulation des métaux cadmium, zinc et plomb sont estimés selon le
protocole ci-dessus dans les feuilles, tiges et racines des plants témoins et traités. Les taux

sont exprimés en mg. Kg* MS.

Les facteurs de translocation (FT) des métaux absorbés sont calculés selon CHEN
et al. [453] a partir de la formule suivante :
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_ quantité accumulée dans les feuilles (mg)

quantité accumulée dans les racines (mg)

1. 4. 2. 3. Analyses statistiques

Les résultats obtenus sont soumis a une analyse de variance par le logiciel Statbox
(Version 6.4), ensuite une comparaison des moyennes des variables avérées significatives
est effectuée selon le test de Newman-Keuls au seuil 5%. Les corrélations de Pearson entre
I’ensemble des paramétres étudiés sont établies, seules celles avérées significatives sont

mentionnées.

1. 4. 3. Résultats

1. 4. 3. 1. Effets des métaux sur les paramétres physiologigues

Les effets des métaux cadmium, zinc et plomb sur les variations des parametres
physiologiques et biochimiques en fonction des variables ; écotype, métal et concentration
sont analysés dans le tableau Il. 4.1. L’étude des paramétres hydriques de la plante permet
de vérifier si les métaux affectent le statut hydrique provoquant ainsi un stress hydrique
secondaire. Les réactions physiologiques sont les réponses les plus immédiatement et
fortement liées aux variations des conditions de culture et sont souvent en continuelles

fluctuations selon la sévérité du stress et les niveaux de tolérance de la plante stressée.

Tableau I1. 4.1. Effets des variables écotype, métal, concentration et leurs interactions sur

les variations des parametres physiologiques et biochimiques de I’Atriplex halimus L.

Variables DDL TRE PO gs Ch.A Ch.B Ch.x+c¢ Proline  Sucres
Ecotype 1 0,365 13,752 0,6M% 11,418™  0,34NS 7,557 0,348 NS 4,115
Métal 2 4,413" 11,295 0,449NS  0,089NS  0,688NS  1,279NS 0,656 NS 2,587"
Concentration 3 3,752" 1,361 20,7017 1,69NS 0,706 NS 1,071NS 5,579™ 1,085 NS
Ecotype x Métal 2 2,397" 13,515™ 0,646NS  0,279NS 1,181NS 0,863 1,278Ns 1,249 NS
Eco. x Concentration 3 0,824N5 4,906™ 2,093 0,06\ 1,114NS- 0,537NS 2,593" 0,818NS
Métal x Concentration 6 4177 3,297 0,400NS- 0,407NS  0,492NS- 0,438NS 0,963 NS 1,208 NS
Eco. x Métal x Con. 6 6,124™  5,864™ 0,337NS 1,376NS  0,438NS 1,326NS 1,226 NS 0,69NS

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P < 0,1 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001 ; N.S., non significatif.

La teneur relative en eau est un bon indicateur de 1’état de turgescence des cellules
et donc de I’équilibre hydrique interne de la plante. L’analyse de la variance de la TRE

montre que les facteurs métal et concentration permettent des variations significatives
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(P <0,1) et leurs interactions, permettent des variations hautement significatives (P <0,01).
L’interaction tri factorielle permet a son tour des variations trés hautement significatives

(P <0,001).

La comparaison des moyennes du facteur métal selon le test de Newan-Keuls
montre que les métaux Zn et Pb permettent des niveaux d’hydratation plus élevés par
rapport au Cd. L’analyse statistique des effets des concentrations montre qu’a la
concentration de 500 ppm de métaux, les TRE sont les plus élevés (Figure Il. 4. 2).
L’irrigation de 1I’écotype MOS par 1500 ppm de cadmium provoque une diminution

significative de ce paramétre par rapport a I’ensemble des traitements étudiés.

Le potentiel osmotique des feuilles permet de se prononcer sur les niveaux
d’accumulation d’osmoticums au niveau cellulaire. L’analyse des variations de ce
paramétre montre que son expression est sous 1’étroite dépendance des facteurs écotype,
métal ainsi que leur interaction (P<0,001). La conjugaison des trois facteurs d’étude
constitue a son tour une source de variation de trés haut niveau (P<0,001). L’écotype MOS
réduit plus son potentiel osmotique comparé¢ a REL. Quant a I’analyse des effets des
métaux, il s’avére qu’en présence du cadmium, ce potentiel est nettement plus négatif par
rapport aux deux autres métaux (Figure 11.4. 3). Ainsi la croissance de I’écotype MOS dans
un milieu irrigué par 1500 ppm de Cd induit une réduction de 113 % par rapport au
traitement témoin de cet écotype qui a la méme concentration de zinc enregistre les valeurs
de potentiel osmotique les plus élevées avec une augmentation d’environ 49% par rapport

au témoin).

La conductance stomatique renseigne sur le degré d’ouverture des stomates et ainsi
sur les taux de transpiration foliaire. L’analyse de la variance de ce paramétre (Tableau II.
4. 1), montre que seules les concentrations régissent la perte d’eau et ce par des effets tres
hautement significatifs (P<0,001). Le test de Newman-Keuls montre que les différentes
concentrations etudiées induisent des effets similaires en réduisant la conductance
stomatique comparativement aux témoins (Figure 1l. 4. 4). Les taux de réduction genéreés
par les concentrations 500, 1000 et 1500 ppm sont respectivement d’environ65 %, 72% et
94%.

L’étude statistique des variations des teneurs en pigments chlorophylliens des

feuilles montre de faibles fluctuations regies principalement par la variabilité génotypique
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(P<0,1) pour les chlorophylles A et les Caroténoides, et non significatives pour la

chlorophylle B (Figure I1. 4. 5).
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Figure 1l. 4. 2. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur relative en eau de
deux écotypes d’Atriplex halimus (MOS et REL).
Les résultats sont regroupés par le test de Newman-
Keuls selon D’interaction Métal- Concentration et
représentent la moyenne de trois répétitions+ ET.
Les lettres différentes signifient des différences
significatives au seuil 0,05.
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Figure 11. 4. 4. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la conductance stomatique de
deux écotypes d’Atriplex halimus (MOS et REL).
Les résultats sont regroupés par le test de
Newman-Keuls selon le facteur « Concentration »
et représentent la moyenne de trois répétitions+
ET. Les lettres différentes signifient des
différences significatives au seuil 0,05.

Figure Il. 4. 3. Effets des traitements métalliques
sur les variations du potentiel osmotique de deux
écotypes d’Atriplex halimus (MOS et REL). Les
résultats sont regroupés par le test de Newman-
Keuls selon I’interaction « Métal-Concentration »
et représentent la moyenne de trois répétitions+
ET. Les lettres différentes signifient des
différences significatives au seuil 0,05.
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Figure 1. 4. 5. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur en chlorophylle des
feuilles de deux écotypes d’Atriplex halimus (MOS
et REL). Les résultats sont regroupés par le test de
Newman-Keuls(au  seuil  0,05) selon e
facteurEcotype et représentent la moyenne de trois
répétitions+ ET.
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1. 4. 3. 2. Effet des métaux sur 1’ajustement osmotique

a. Accumulation d’osmoticums organiques

Le tableau d’analyse de la variance révele que les variations des teneurs foliaires en
proline obtenues émanent essentiellement des concentrations fournies en métaux (P<0,01)
(Tableau 1I. 4. 1).

desaugmentationsstatistiquement similaires (Figure 1l. 4. 6) des teneurs en proline par

Cependant, les trois concentrations étudiées permettent

rapport aux témoins avec un taux de variation moyen de 20 %. L’interaction écotype-
concentration conditionne moins significativement les tendances d’accumulation de cet

acide amine (P<0,1).
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Figure Il. 4. 6. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur en proline de deux
écotypes d’Atriplex halimus (MOS et REL). Les
résultats sont regroupés par le test de Newman-
Keuls (au seuil 0,05) selon le facteur
« Concentration » et représentent la moyenne de
trois répétitions+ ET. Les lettres différentes
signifient des différences significatives au seuil
0,05.

Figure Il. 4. 7. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur en sucres solubles de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par
le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Ecotype » et représentent la moyenne de trois
répétitions+ ET. Les lettres différentes signifient
des différences significatives au seuil 0,05.

Les teneurs en sucres solubles ont été estimés en situation de contrainte métallique

pour voir I’implication de ces solutés dans 1’osmorégulation, comme stratégie de tolérance
aux métaux. Statistiquement, la variabilité d’expression enregistré n’est attribuée qu’a la
différence des écotypes testés (P<0,1) et a moindre mesure des différences des métaux

(P<0,1). L’écotype REL présente plus de sucres solubles que MOS (Figure I1. 4.7).
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b. Accumulation d’osmoticums minéraux

Le tableau Il. 4. 2 résume les résultats dégagés de ’analyse de la variance des taux
d’accumulation des cations Ca?* et K* dans les trois compartiments ; feuilles, tiges et
racines des plants. L’étude de la compartimentation du calcium montre que
comparativement, les taux d’accumulation en calcium sont presque similaires entre les
trois parties des plants témoins avec une légére supériorité a 1’échelle foliaire (Figure 11.4.
8). Au niveau des plants conduits en stress métallique, les teneurs en Ca®* des feuilles
excédent celles des tiges et des racines. A 500 ppm de métaux (Cd, Zn ou Pb), les teneurs
foliaires et caulinaires augmentent avec des taux moyens de 52 % et 25 % respectivement,
cependant les taux racinaires subissent une réduction d’un taux moyen de 25 % par rapport

aux témoins.

L’analyse statistique des variations des taux de calcium par organe (tiges, feuilles
ou racines) montre que pour les feuilles, les grandeurs obtenues sont sous la dépendance
trés hautement significative du facteur concentration et ses interactions bi factorielles

(P<0,001) et tri factorielle (P<0,001) avec les facteurs écotype et métal.

Tableau I1. 4. 2. Effets des variables écotype, métal, concentration et leurs interactions sur

les variations des teneurs en cations calcium et potassium de I’Atriplex halimus L.

Ecotype 1 2,52NS 4339  6,54™ 167,75™" 0,26NS 0,63
Métal 2 0,14NS 2,17NS - 0,50NS 19,087 2,82" 0,48N-s:
Concentration 3 28,12 6,697  11,26™ 2,512" 2,715 317"

Ecotype x Métal 2 0,31NS 7,045  4,64™ 11,45™ 3,09 0,79N-S:
Eco. x Concentration 3 5,83" 6,33 14,67 5,28 1,00NS 1,29NS.
Métal x Concentration 6 7,457 559" 318" 3,93™ 2,11" 0,65N-S
Eco. x Métal x Con. 6 10,73 3,64 2,45" 1,97* 3,37 1,33NS

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P < 0,1 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001 ; N.S., non significatif.

La comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls en fonction des
concentrations démontre que les métaux induisent une élévation générale des taux foliaires
en CaZ*proportionnellement aux augmentations des concentrations. L’écotype MOS exhibe

plus de fluctuations des teneurs en Ca en enregistrant les teneurs minimale
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(8,34 g.KgtMS) notée chez les témoins, et maximale (21, 29 g. KgMS) relevée a 1000
ppm de Cd (Figure 1. 4. 9).

Au niveau caulinaire, I’analyse de la variance indique que I’accumulation du
calcium dans les tiges est fortement régie par les différences génotypiques, les
concentrations étudiées, ainsi que leur interaction (P<0,001). Les interactions provenance-
métal et provenance-métal-concentration contribuent significativement a 1’élaboration de
ce parametre (P<0,01). Cela signifie que les deux écotypes testés expriment des tendances
variables d’accumulation du Ca®" au niveau de leurs tiges et que cette variabilité est
également tributaire des concentrations des métaux testés. La figure Il. 4. 10 montre que
les concentrations de 500 ppm et 1000 ppm favorisent plus I’acquisition du Ca au niveau
des tiges et que les témoins non irrigués et ceux irrigués par 1500 ppm de métaux en

retiennent moins.

L’analyse de la variance des teneurs en calcium des racines (Tableau 11.4. 2) révéle
que les tendances de compartimentation de ce cation a 1’échelle racinaire sont régies par les
effets trés hautement significatifs des facteurs provenance, concentration ainsi que de leur
interaction (P<0,001). La conjugaison des effets des du métal en question avec la
concentration a laquelle est-il fourni et a 1’écotype testé constituent des sources de

variabilité importantes (P<0,01).

L’analyse des effets des métaux en fonction de leurs concentrations (Figure Il. 4.
11) montre que I’apport de 1000 ppm de cadmium ou de plomb favorise la rétention du

calcium au niveau des racines.

Le regroupement d’essais selon le test de comparaison de moyennes montre que les
teneurs en Ca?" des racines oscillent entre 3,12 g. Kg! MS relevé chez 1’écotype REL
irrigué par 1500 ppm de Cd et 12,12 g. Kg* MS noté chez 1’écotype MOS sous 1000 ppm

du méme métal.
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Figure Il1. 4. 8. Effets des traitements métalliques sur
les variations de la teneur calcium des feuilles, tiges
et racines de I’A. halimus. Les résultats sont
regroupés par le test de Newman-Keuls (au seuil
0,05) selon le facteur « Concentration» et
représentent la moyenne de trois répétitions+ ET.
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Figure 1l. 4. 10. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur calcium des tiges de
I’A.halimus. Les résultats sont regroupés par le test
de Newman-Keulsselon le facteur « Métal-
Concentration » et représentent la moyenne de trois
répétitions+ ET. Les lettres différentes signifient
des différences significatives au seuil 0,05.

Figure 1. 4. 9. Effets des traitements métalliques sur
les variations de la teneur calcium des feuilles de
I’A. halimus. Les résultats sont regroupés par le test
de Newman-Keuls (au seuil 0,05) selon I’interaction
« Métal-Concentration » et représentent la moyenne
de trois répétitions+ ET. Les lettres différentes
signifient des différences significatives au seuil 0,05.
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Figure Il. 4. 11. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur calcium des racines
de I’A.halimus. Les résultats sont regroupés par le
test de Newman-Keulsselon le facteur « Métal-
Concentration » et représentent la moyenne de trois
répétitions+ ET. Les lettres différentes signifient
des différences significatives au seuil 0,05.
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et cadmium : Réponses physiologiques et osmorégulation
La compartimentation du potassium absorbé sous différentes situations de stress par
les métaux est illustrée dans la figure 1. 4. 12. 1l se trace qu’en situation normale ou
contraignante, les teneurs foliaires en K* dépassent celles caulinaires et racinaires, en outre,
les teneurs accumulées de ce cation dans toutes les parties de la plante excédent

significativement celles du calcium.

L’analyse de la variance de la répartition du potassium dans la plante en fonction
des genotypes testés et les traitements métalliques (Tableau Il. 4. 2) fait ressortir des effets
trés hautement significatifs (P<0,001) des variables écotype, métal ainsi que de leurs effets
conjugués sur les teneurs foliaires. Les concentrations induisent quant a elles la variabilite
de ce paramétre en liaison avec des écotypes testés (P<0,01) et les métaux en question
(P<0,01). Les variations des teneurs en potassium des tiges sont essentiellement
gouvernées par I’interaction des trois facteurs d’étude (P<0,01). Au niveau des racines, les

grandeurs obtenues ne sont tributaires qu’aux concentrations des métaux.

La figure Il. 4. 13 montre que I’écotype REL enregistre les teneurs foliaires en
K*les plus élevées et ce quel que soit le métal utilisé et la concentration testée (de 440 a
504 g. KgMS). L’écotype MOS exhibe le minimum d’accumulation (187 g. Kg'*MS) aux
traitements témoins et un taux maximum (317 g. Kg* MS) suite a I’irrigation par 500 ppm
de Cd. La figure 1. 4. 14 indique que I’écotype MOS accumule des teneurs statistiquement
similaires en potassium dans les feuilles et ce quel que soit la concentration utilisée. En
regroupant les moyennes des deux écotypes, il se trace que les teneurs accumulées

régressent avec la progression des concentrations (Figure 1. 4. 15).

Partie Il : Approche expérimentale



/Chapitre 4 : Tolérance de I’Atriplex halimus aux métaux plomb, zinc | : :
et cadmium : Réponses physiologiques et osmorégulation : :

300 —4—Feuilles
~i-Tiges

+—Racines

Teneur en K' (g.Kg' MS)

[ 2

(=3 o

(=] (=]
[

(w :

(]
B

0 500 1000 1500
Concentration (ppm)

h

n

=
|

500 -
450
400 -
350 -
300
250 5 MOS
200 - “REL
150 -
100 -

50 4

Teneur en K* des feuilles (g.Kg ! MS)

Cd Zn Pb

Traitement métallique

Figure Il. 4. 12. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur potassium des feuilles,
tiges et racines de I’Atriplex halimus. Les résultats
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Figure Il. 4. 13. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur calcium des racines
de I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés
par le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Métal-Concentration » et  représentent la
moyenne de trois répétitions + ET. Les lettres
différentes signifient des différences significatives

au seuil 0,05.
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Figure Il. 4. 14. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur calcium des racines de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par le
test de Newman-Keuls selon le facteur « Ecotype-
Concentration » et représentent la moyenne de trois
répétitions+ ET. Les lettres différentes signifient des
différences significatives au seuil 0,05.

Figure 1I. 4. 15. Effets des traitements métalliques
sur les variations de la teneur calcium des racines
de I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés
par le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Métal-Concentration » et représentent la moyenne
de trois répétitions+ ET. Les lettres différentes
signifient des différences significatives au seuil
0,05.

Partie Il : Approche expérimentale



Chapitre 4 : Tolérance de I’Atriplex halimus aux métaux plomb, zinc 137
et cadmium : Réponses physiologiques et osmorégulation

1. 4. 3. 3. Accumulation et compartimentation des métaux Cd, Zn et Pb

L’analyse de la variance des taux d’accumulation des métaux cadmium, zinc et

plomb dans les compartiments feuilles, tiges et racines est illustré dans le tableau 11.4. 3.

L’accumulation du cadmium au niveau des feuilles et des racines est fortement
régie par la différence génotypique, les variations des concentrations et leurs effets
conjugués (P<0,001). Au niveau des tiges, les taux enregistrés sont significativement

conditionnés par les facteurs écotype et concentration (P<0,01).

La comparaison des taux moyens d’accumulation foliaire en Cd selon le test de
Newman-Keuls (Figure 11. 4. 16) montre que I’écotype MOS (153,57 mg. Kg'tMS) excede
significativement REL (105,86 mg. Kg?! MS). Les taux d’accumulation augmentent
proportionnellement aux augmentations des concentrations (Figure Il. 4. 17). Les taux
d’augmentation sont respectivement de 1’ordre de 580 %, 1264 % et 3457 % en passant

des témoins aux concentrations 500, 1000 et 1500 ppm de cadmium.

Tableau 1l. 4. 3. Effets des variables écotype, métal, concentration et leurs interactions sur

les variations des taux d’accumulation des métaux cadmium, zinc et plomb dans les

compartiments feuilles, tiges et racine de I’Atriplex halimus L.

Ecotype 1 6602,78™ 11,36™ 9,29 11,36™ 02N 51,85™"  722809,8™  11,36™  970317,9™
Concentration 3 54927,74™ 7,53 276,14 7,53 28,53 30,09™  563655,9™" 7,53 269815,6™"
Eco. x Concentration 3 8985,37" 3,207 14,39 3,207 0,24NS 43077 292384,8™ 3,20" 172065,3™"

Les chiffres représentent les valeurs de F : *P < 0,1 ; **P < 0,01 ; ***P < 0,001 ; N.S., non significatif.

L’analyse statistique de 1’accumulation du zinc montre qu’au niveau des feuilles, la
variabilit¢é émanant des différences d’écotypes et de concentration est hautement
significative (P<0,01). Au niveau des tiges, seule la variabilité des concentrations est a
I’origine des variances avec des effets trés hautement significatifs (P<0,001). Quant aux
racines, les grandeurs enregistrées se révélent sous 1’étroite dépendance des effets
singuliers et conjugués des variables écotype et concentration (P<0,001). Cela signifie que
I’accumulation et la compartimentation du zinc varie en fonction du génotype considéré et

des concentrations a laquelle ce métal est utilise.
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La comparaison des moyennes d’accumulation foliaires selon le test de Newman-
Keuls (Figure Il. 4. 18) révele que les limites d’accumulation sont enregistrées a 1500
ppm, avec un minimum exhibé par ’écotype REL (27,12 mg. Kg* MS) et un maximum
d’accumulation noté chez 1’écotype MOS (422,25 mg. Kg! MS). Les limites
d’accumulation au niveau des racines (Figure Il. 4. 19) sont également relevées a 1500
ppm de Zn avec 40,42 mg. Kg* MS chez 1’écotype MOS et 2960,27 mg. Kg™* MS exprimé
par I’écotype REL.

L’¢tude statistique de la variance d’accumulation du plomb au niveau foliaire et
racinaire (Tableau Il. 4. 3) fait ressortir des effets tres hautement significatifs de
I’ensemble des variables (P<0,001). Au niveau caulinaire, les effets sont moins

significatifs.

L’étude de I’accumulation du plomb au niveau foliaire montre que 1’écotype MOS
accumule des teneurs significativement plus élevées que I’écotype REL (Figure I1. 4. 20),
et qu’a I’échelle des racines, le maximum d’accumulation est toujours exhibé par 1’écotype

MOS a la concentration de 1000 ppm (Figure 1. 4. 21).
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Figure 1. 4. 16. Teneurs en cadmium des feuilles de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par
le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Ecotype-Concentration » et  représentent la
moyenne de trois répétitions+ ET. Les lettres
différentes signifient des différences significatives
au seuil 0,05.

Figure 1l. 4. 17. Teneurs en cadmium des racines de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par
le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Ecotype-Concentration » et  représentent la
moyenne de trois répétitions + ET. Les lettres
différentes signifient des différences significatives
au seuil 0,05.

Partie Il : Approche expérimentale



/Chapitre 4 : Tolérance de I’Atriplex halimus aux métaux plomb, zinc | :
et cadmium : Réponses physiologiques et osmorégulation :

550
& 55
2 00 -
=475 -
o 430
425 -
EO8
= 350 -
g s
g 300
275

< 250 -
£ 25
= 200
/DA
=150 |
g 125 -
5 100 -
g 75
g s0-
=25
0 4

0 500 1000 1500
Concentration (ppm)

3750 a
_ 3500 -
Z 3250
- 3000 -
&
4 2750 -
oh
g 2500
E 2250 - b
E 2000 -
& 17501 b 5 MOS
2 1500 REL
= SRR
5 1250 <
g 1000 - c c
PUR
E S0 .

=
ﬁ 200 N

250 -

0
0 500 1000 1500
Concentration (ppm)

Figure 1l. 4. 18. Teneurs en zinc des feuilles de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par
le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Ecotype-Concentration » et représentent la
moyenne de trois répétitions + ET. Les lettres
différentes signifient des différences significatives
au seuil 0,05.

Figure 1. 4. 19. Teneurs en zinc des racines de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par
le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Ecotype-Concentration » et représentent la
moyenne de trois répétitions+ ET. Les lettres
différentes signifient des différences significatives
au seuil 0,05.
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Figure 11. 4. 20. Teneurs en plomb des feuilles de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés par
le test de Newman-Keuls selon le facteur « Ecotype-
Concentration » et représentent la moyenne de trois
répétitions + ET. Les lettres différentes signifient
des différences significatives au seuil 0,05.

Figure 1l. 4. 21. Teneurs en plomb des racines de
I’Atriplex halimus. Les résultats sont regroupés
par le test de Newman-Keuls selon le facteur
« Ecotype-Concentration » et représentent la
moyenne de trois répétitions + ET. Les lettres
différentes signifient des différences
significatives au seuil 0,05.
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1l. 4. 4. Discussion

Le probleme de la pollution de I'environnement par les métaux lourds devient de

plus en plus urgent [279].

Atriplex halimus est un xéro-halophylle bien répandu en Algérie, il montre
différentes stratégies d’adaptation aux conditions extrémes du milieu. Des recherches ont
démontré ses potentialités en phytoremédiation des meétaux lourds. Les capacités des
plantes a accumuler des métaux lourds et a tolérer leur abondance sont des traits

spécifiques aux espéces.

Cette recherche se focalise sur la caractérisation des remaniements hydriques,
nutritionnels et ’osmorégulation chez deux écotypes d’A. halimus en relation avec

I’accumulation et la compartimentation par organe des métaux cadmium, zinc et plomb.

Les résultats obtenus montrent que les traitements métalliques testés ont constitué
des sources de variations significatives de 1’état hydrique des plants. Ainsi pour la teneur
relative en eau, les métaux ont induit des variations significatives en fonction de leurs
natures et concentrations. Les niveaux d’hydratation sont minimums a 1500 ppm de
métaux et sont plus affectés par le cadmium. La dépression de la teneur relative en eau des
tissus de 1’4. halimus est évoqué par NEDJIMI ET DAOUED [39] et NEDJIMI [454] suite
au stress par les métaux, par MARTINEZ et al. [455], en situation de stress hydrique, et
par WALKER ET LUTTS [89] etBAJJI et al. [455] en réponse au stress salin.

L’abaissement de la teneur relative en eau en situation de stress pourrait étre
attribué a la réduction du potentiel osmotique. Ceci est confirmé par la corrélation positive
et hautement significative (r=0,62) relevée entre ces deux parametres en situation de stress
métallique. Les variations du potentiel osmotique se sont montrées significativement
corrélées aux specificités métalliques (r=0,27). Les résultats trouvés montrent que le
cadmium accentue le potentiel osmotique tissulaire en valeur absolue chez les deux
écotypes. POSCHENRIEDER et al. [247], ont montreé que chez les végétaux, les niveaux
élevés de métaux lourds peuvent induire un stress hydrique secondaire. HAAG-KERWER
et al. [252], et SALT et al. [106], ont révélé que la translocation des métaux lourds est

principalement due au flux d'eau conduit par la transpiration et la pression radiculaire.

Comme les cellules ajustent leur teneur en eau en fonction des fluctuations de leur

activité métabolique ou des conditions de 1’environnement, le statut hydrique de la cellule
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est en changement constant. Ce flux dynamique d’eau sera inévitablement accompagné de
modifications de volume de protoplaste ainsi que des potentiels hydriques, osmotique et

surtout de la pression de turgescence [357].

Les résultats obtenus montrent que les réductions des teneurs en eau ont été
concomitants aux réductions de potentiels osmotiques foliaires, cependant les niveaux de
turgescence se sont maintenus favorables au maintien du port dressé des plants dans
I’ensemble des traitements, mis a part & 1500 ppm de cadmium, ou le flétrissement a
commencé a avoir lieu. Selon MARTINEZ et al. [456]. Le maintien de la turgescence
pendant les changements des états hydriques des plantes peut préserver leurs processus
métaboliques et contribuer a leur croissance. En outre, la capacité des plantes a réguler ses
fonctions métaboliques et physiologiques pourrait jouer un rdle important dans les

conditions contraignantes.

Chez les végétaux, le maintien de la turgescence cellulaire, et donc du port dressé
sous contrainte hydrique ou/ou osmotique, pourrait résulter d’'une osmorégulation favorisée
par 1’accumulation de composés osmorégulateurs garantissant ainsi un gradient de
potentiel chimique, et / ou d’un relatif renforcement de la rigidité pariétale face a la
déformation suite a une absorption massive d’eau ou a une plasmolyse. L’ajustement
osmotique via I'accumulation intracellulaire active d'osmolytes génére de faibles valeurs de
Ww tissulaire ; ces faibles valeurs coincidentes du faible potentiel osmotique (¥s)
maintiennent la turgescence tissulaire [440] ; [89]. L’osmorégulation peut aider a atteindre
cet objectif et est considérée comme un mécanisme bénéfique de tolérance au déficit

hydrique chez plusieurs especes végétales [476].

MARTINEZ et al. [456], indiquent que la modification de la composition de la
paroi cellulaire peut étre impliquée dans le maintien de la turgescence en modifiant
1'¢lasticité de la paroi. Lorsque les cellules absorbent ou perdent de 1’eau, elles subissent
des variations infimes de volume et de potentiel osmotique. Par contre, a cause de la
présence d’une paroi solide et relativement rigide, les cellules végétales sont capables de
développer des pressions de turgescence élevées. Les parois des cellules végétales résistent
généralement bien aux déformations mécaniques, et sont donc relativement rigides ou non
élastiques [459]; [357]. En revanche, les espéces ligneuses avec des parois cellulaires

élastiques ont une forte tolérance inhérente a la dessiccation en I'absence d'ajustement
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osmotique car dans cette situation, le potentiel de turgescence est maintenu sur une large

gamme de teneur relative en eau (RWC) [460].

Le degré d’ouverture des stomates en réponse a un stress traduit la capacité de la
plante a percevoir le signal racinaire, et a réguler ses fonctions pour préserver son état
hydrique. L’¢tude de la conductance stomatique montre un véritable contrdle de la
transpiration et des échanges gazeux. Ce contrble est significativement corrélé aux
concentrations métalliques (r=-0,65), montrant ainsi que 1’accentuation du stress par les
métaux réduit la conductance stomatique et donc la surface d’échanges gazeux et
hydriques. Ce résultat concorde celui de MESNOUA et al. [40] observé chez A. halimus
sous régime contraignant de cadmium. Cette réaction est déja bien documentée en
situation de stress hydrique et salin chez cette méme espéce [461] ; [86]. Ces auteurs
suggerent que sous stress osmotique, I'ABA ameéliore la régulation stomatique et
l'efficacité de l'utilisation de l'eau, tandis que sous salinité externe, I’hormone favorise

I'excrétion de Na * et de CI” dans les poils vésiculés.

Les métaux affectent les échanges gazeux au niveau des surfaces foliaires en
controlant 1’activité photosynthétique [462] ; [463], celle-ci est souvent caractérisée par
une diminution du taux de photosynthése nette et de la conductance stomatique [256].
L’altération des échanges gazeux au niveau des feuilles peut étre due a la fermeture des
stomates induite par la perturbation de 1’état hydrique des plantes stressées par ces
éléments [464]. En outre, La diminution de la conductance stomatique entraine une
limitation du flux de CO- entrant ; phénomeéne considéré comme la cause principale de la
forte réduction de la fixation du CO> [465]. Les éléments traces peuvent également inhiber
certaines enzymes intervenant dans le cycle de Calvin notamment la Rubilose 1,5-
biphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco) qui joue un réle clé dans I’assimilation du
CO2 [466] ; [467].

L’estimation des pigments chlorophylliens, montre que ces derniers semblent
inaffectes par les traitements métalliques testés et que les différences obtenues émanent
principalement de la différence génotypique. Vraisemblablement, les doses des métaux Cd,
Zn et Pb testees dans cette étude demeurent inferieures aux seuils de toxicité des métaux
utilisés. Ce résultat pourrait refléter le haut niveau de tolérance de cette espece. En fait, les
variations des poids spécifiques foliaires se sont montrées egalement non significatives,

indiqguant que les feuilles des plants pollués difféeremment par les métaux sont
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statistiquement identiques a celles des témoins, et que les variations morphologiques
s’opéraient en dehors de I’action spécifique des métaux. Ces résultats rejoints ceux de
RABIER et al. [441], indiquant que les indices moyens de chlorophylle relevés in situ
correspondent aux indices de référence pour les feuilles saines pour trois sites multi pollués
par les métaux, et laisse supposer une tolérance aux métaux et métalloides de cette espece.
Selon ces chercheurs, ce niveau de tolérance explique les observations visuelles d’absence

de pourcentages significatifs de feuilles jaunies ou nécrosées d'A. halimus.

Dans cette recherche, les teneurs en proline et en sucres solubles ont été estimés
pour montrer I’importance de I’osmorégulation comme stratégie de tolérance aux métaux.
L’accumulation de la proline suite a I'exposition aux métaux lourds et est considérée
comme impliquée dans la résistance particuliére aux stress [468] ; [469] ; [470]. Les
résultats montrent que I’apport de métaux aux concentrations précitées, a induit une
accumulation significative (r=0,41) de proline au niveau des feuilles. Ce résultat est en
accord avec celui de NEDJIMI ET DAOUD [39], montrant que les teneurs racinaires et
foliaires en proline augmentent suivant I’augmentation des concentrations du Cd Clo.
MARTINEZ et al. [456] indiquent que la proline n'est pas impliquée dans 1’ajustement
osmotique des plants d’A. halimus soumis au stress hydrique car sa teneur dans les feuilles
était relativement faible et n'était pas modifiée en réponse au déficit hydrique, bien que la
TRE et le Ws des feuilles aient diminué de fagon significative. Cette tendance est évoquée
par BAJJI et al. [473] chez la méme espéce en conditions de stress salin ; les auteurs
suggerent que les altérations dues au déficit hydrique sont moins importantes que les
dommages causés par le sel ou probablement, les ions Na* et CI" peuvent avoir des effets
toxiques supplémentaires entrainant directement une surproduction de proline
indépendamment de la composante osmotique du stress salin. Cette stratégie pourrait
expliquer I’induction de I’ajustement osmotique via I’accumulation de la proline suite aux

toxicités spécifiques des métaux.

Les résultats montrent que les deux écotypes testés accumulent de fagons similaires
la proline et ce quel que soit la nature du meétal en question et sa concentration. Ainsi cette
stratégie est induite par la seule présence de polluants metalliques indifféeremment des

origines des écotypes ou de métaux.

Quant aux sucres solubles, les différences de teneurs foliaires obtenues se sont

avérées majoritairement imputées aux différences génotypiques avec une supériorité trés
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hautement significative chez 1’écotype REL. MARTINEZ et al. [456] rapportent que chez
A. halimus, les concentrations foliaires en sucre soluble augmentent significativement avec

la diminution de la teneur relative en eau foliaire.

BAJJI et al. [455] démontrent que chez I'arbuste xero-halophylleA. halimus, la
proline, les composés d'ammonium quaternaires et les sucres solubles s'accumulent a la
fois dans les lignées cellulaires et dans les plantes entieres exposées a la salinité. Ces
composés beneéficient aux cellules stressées de deux fagons: (i) en agissant comme
osmolytes cytoplasmiques, facilitant I'absorption et la rétention d'eau[471], et (ii) en
protégeant et en stabilisant les macromolécules et les structures (les protéines, les
membranes, les chloroplastes et les liposomes) contre les dommages induits par les
conditions de stress [472]; [473]; [474].et (dans le cas de la proline) pour réguler le
métabolisme, en agissant comme antioxydants favorisant la restauration une fois le stress
levé [475].

L’¢tude de I’accumulation et la compartimentation des cations calcium et potassium
en relation avec les traitements metalliques permet de montrer si ces ions sont impliqués
dans I’osmorégulation par accumulation ou leurs niveaux internes sont altérés suite aux
déséquilibres nutritionnels. RABIER et al. [441], ont montré que la tolérance de I’A.

halimus est largement due aux mécanismes d'exclusion.

L’ion Ca®" existe essentiellement a 1’état libre dans les tissus ou il est réparti entre
plusieurs compartiments, avec tres souvent des différences importantes dans les
concentrations, par exemple environ 100 nM dans le cytosol et jusqu’a 100 mM dans la
vacuole. De telles différences constituent une condition favorable pour que le Ca?
cytosolique se comporte comme un messager secondaire impliqué dans la transmission des
informations provenant de stimulus divers. En effet, ces concentrations peuvent subir des
variations rapides, généralement transitoires et parfois cycliques, en fonction des
conditions externes [476]. Le calcium est également nécessaire a la fois au maintien de
I’intégrité physique et au fonctionnement normal des membranes. Il est considéré comme
messager secondaire dans certaines réponses hormonales ainsi que dans certaines réponses

aux facteurs de I’environnement [357].

Les résultats trouvés montrent que les métaux induisent une élévation générale des
taux foliaires en Ca®*, les teneurs accumulées sont significativement corrélées aux

concentrations des métaux testés (r=0,31). Au niveau des tiges, I’analyse statistique montre
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des réponses controverses en fonction des concentrations, ainsi, 500 et 1000 ppm de
métaux induisent une hausse des niveaux de Ca?*, et a 1500 ppm, les teneurs sont
statistiquement similaires aux témoins. Quant aux racines, il se démontre que 1000 ppm de
plomb ou de zinc favorisent I’adsorption du calcium a ce niveau. Parmi les corrélations, il
se trace que les teneurs accumulées au niveau des racines sont positivement et
significativement corrélées aux teneurs caulinaires (r=0,33). D’un autre c0té, il s’avere que
les teneurs racinaires en calcium sont négativement et significativement corrélées a

I’accumulation de la proline (r=-0,31).

La multiplicité des échanges entre compartiments assure une tres grande flexibilité
des concentrations du Ca®*, notamment dans le compartiment cytosolique. Les variations
sont pour une part dues a une régulation tres sélective exercée par les systemes de transport
qui controlent les influx et les efflux [476]. En tant que messager secondaire impliqué dans
la phosphorylation des protéines, le Ca?" pourrait étre un facteur important dans la

régulation des activités de nombreuses enzymes [357].

L’ion potassium exerce un rdle d’activation de nombreuses enzymes, en particulier
celles impliquées dans la photosynthése et la respiration, la synthése de 1’amidon ainsi que
celle des protéines. Le transfert de potassium est le principal facteur de mouvements des
plantes, comme les mouvements d’ouverture ou de fermeture des cellules de garde des
stomates, les mouvements nyctipériodiques ou 1’orientation des feuilles durant la journee

[357].

Cette étude démontre que les teneurs en potassium des tissus de 1’A. halimus
excedent significativement celles en calcium, et que la majeure partie du K™ absorbée est
stockée dans les feuilles. Des corrélations significatives sont relevées entre les teneurs
foliaires en potassium et les différences génotypiques (r= 0,71) et métalliques (r=0,28).
L’écotype REL exhibe une richesse foliaire en potassium par rapport 8 MOS dans toutes
les situations. L’augmentation des concentrations des métaux testés au niveau racinaire est
en faveur d’une diminution des teneurs en potassium (r=-0,35). Les résultats montrent
également que les teneurs foliaires en potassium sont significativement corrélées au
potentiel osmotique (r=0,28). DI MARTINI et al. [477] ont évoqué que les halophytes et
les glycophytes tolérants qui accumulent du Na* présentent une réduction de leur contenu
en K" en fonction de I’augmentation croissante du sel dans le sol. Cette diminution semble

étre liée au remplacement de K* vacuolaire par Na*. Selon HOPKINS [357], le potassium
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ne semble pas contracter de liaisons avec des éléments structurels dans la plante, mais tout
comme 1’azote ou le phosphore, il est trés mobile. NEDJIMI ET DAOUD [39] ont trouvé
que les concentrations de Ca?* et de K* dans les deux compartiments aériens et souterrains
des plants d’A. halimus ont diminué de facon significative avec 1’augmentation du niveau
de Cd. L'accumulation de sels (NaCl, KCI, sels de Mg et Ca) dans les vésicules foliaires et
les tissus périphériques des racines a été observée et ces sels peuvent entrer en compétition

avec l'absorption des éléments métalliques [441].

Comme les interactions entre les éléments minéraux sont répandues chez les
végétaux, et 1’osmorégulation est tributaire du stress en question et des osmolytes
minéraux considérés, des corrélations entre les taux d’accumulation des métaux testés ;
cadmium, zinc et plomb et les cations majeurs calcium et potassium dans les trois

compartiments : feuilles, tiges et racines ont été établies.

Dans les lots irrigués par le cadmium, les résultats montrent que la nature
génotypique est significativement corrélée au calcium racinaire (r=0,44), et au potassium
foliaire (r= 0,94). En outre, parmi les corrélations significatives, le calcium foliaire est
positivement corrélé a celui caulinaire (r=0,64), et ce dernier est également positivement

corrélé aux teneurs racinaires (r=0,74).

La corrélation négative reportée au niveau des racines montre 1’effet antagoniste de
I’absorption du potassium exercé par le cadmium (r=-0,44). Ceci est en faveur d’une
entrave d’absorption de ce cation. Ce résultat est en accord avec ceux de NEDJIMI ET

DAOUED [39], et MESNOUA et al. [40].

L’irrigation par des doses croissantes de zinc montre que la rétention du calcium au
niveau des racines s’oppose significativement a sa migration et son stockage foliaire
(r=-0,57). L’accumulation du zinc a I’échelle foliaire s’accompagne d’une rétention
significative du calcium au niveau des tiges (r=0,51). Le stockage du zinc au niveau des
feuilles est négativement corrélé aux quantités de potassium amoncelées dans les feuilles
(r=-0,49). Ces résultats démontrent I’importance du calcium dans les racines et son role

dans la transduction du signal du stress abiotique émet par 1’excés de zinc.

Quant aux traitements plombiques, il s’avére que les taux de calcium racinaire
s’opposent significativement aux taux caulinaires (r=-0,43), et que les teneurs foliaires en

calcium et en potassium augmentent conjointement (r=0,53). En outre, les teneurs foliaires
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et racinaires du plomb sont négativement corrélées aux teneurs caulinaires (r=-0,47)

et (r=-0,59) respectivement.

L’addition du Cadmium dans le milieu de culture affecte la nutrition en calcium et
en potassium dans les racines et les pousses aériennes [39]. Une restriction de la croissance
concomitante a une perturbation de I'absorption du Calcium induite par le Cd a été
rapportée chez plusieurs especes végétales [478]; [479]. D’aprées CLEMENS et al. [480], le
Cadmium entre en compétition avec le Calcium et d'autres cations pour pénétrer les
cellules végétales. MESNOUA et al. [40] ont noté que le Cadmium entrainait une
réduction considérable des macronutriments (K, P et Mg) et des micronutriments (Fe et
Mn) dans les pousses et / ou les racines des plantes de A. halimus. La réduction de
I'absorption des éléments minéraux essentiels a été décrite comme I'un des effets des
métaux lourds sur plusieurs plantes [37]. La réduction des micronutriments comme Mn est
probablement due a la concurrence pour les transporteurs ou a l'interférence avec
I'expression du géene du transporteur [481]. La différence de macronutriments solubles et la
pénétration d'ions salins résulte de leur compétition au niveau des transporteurs

membranaires [482].

Dans la racine d’A. halimus, les cations Ca, Mg et K ont été détectés principalement
dans le phloeme. L'ordre de grandeurs en éléments détectés est Ca < Mg < K. K était
également présent dans le xyléme primaire et secondaire. En outre, Na était plus concentré
pres de la limite intérieure du phloeme. Ceci confirme I'hypothése d'une dispersion
d'éléments dans tous les tissus végétaux et non un stockage dépendant des tissus dans un
méme organe [441].

Les macronutriments Ca, Mg et K ont tous été trouvés sous forme de couches
diffuses et de concrétions dans les racines. La présence de ces concrétions pourrait
également incorporer des élements traces metalliques [441].

En conditions de salinite, les concentrations du potassium dans les tissus diminuent,
cependant, la croissance n'est pas affectée ou méme stimulée [455] ; [483]. D’apres
WALKER et al. [484], ce fait est d( a la faible teneur totale en potassium nécessaire pour
la plante pour remplir ses réles cytosoliques spécifiques, ainsi sa substitution par d'autres

cations tels que le Na* en tant que d'osmolyte vacuolaire.

Les taux d’accumulation et de translocation des métaux enregistrés montrent

qu’A4. halimus présente un large spectre d’accumulation des métaux avec une variabilité de
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translocation relative aux conditions de culture. Ainsi, il se démontre que 1’écotype MOS
accumule plus de cadmium que REL, et que les taux accumulés soient amplifiés par les
élévations de doses, avec des degrés de corrélations trés hautement significatifs pour les

organes ; feuilles (r=0,86), tiges (r=0,82) et racines (r=0,96).

L’accumulation du zinc, est fortement sensible aux variabilités imposées, ainsi, les
taux foliaires sont significativement corrélés aux variations génotypiques (r=0,44), et de
concentrations (r=0,50). Les taux caulinaires sont significativement corrélés aux
concentrations (r=0,89), et les taux racinaires montrent des corrélations positives
hautement significatives avec les écotypes (r=0,42), et les concentrations (r=0,55).

L’écotype MOS accumule d’avantage le zinc que REL.

L’accumulation du plomb dans les feuilles, tiges et racines est significativement
corrélée aux concentrations (r=0,70 ; r=0,61 et r=0,57 respectivement). L’écotype MOS
accumule plus de plomb dans ses feuilles et ses racines que REL.

L’ordre moyen d’accumulation des trois métaux dans les feuilles des deux écotypes
MOS et REL est respectivement : (Pb : 2975, 49 mg. Kg MS) > (Zn: 162,29 mg. Kg*
MS)> (Cd : 129,71 mg. Kg! MS). En confrontant ces résultats aux seuils d’accumulation
fixés par BAKER et al. (1994) [436] & 10000 mg. Kg*(1%) pour le Zn, 1000 mg.
Kg(0.1%) pour le Pb et 100 mg. Kg*(0.01%) pour le Cd, Il se démontre que I’A.
halimus est hyperaccumulateur de plomb (par chélation) et accumulateur de cadmium.
L’estimation des taux de translocation moyens estimés chez les deux écotypes montrent
que la translocation est maximale a 1500 ppm de métaux, et est de I’ordre de 0,24 pour le
Cadmium, 1,5 pour le plomb et 5,2 pour le zinc. Ces résultats concordent ceux trouvés
précédemment (chapitre 3 ; en conduite hydroponique) et confirment les potentialités
phytoremédiantes de cette espece en plomb et en cadmium, et sont en accord avec ceux de
LOTMANI et al. [42] confirmant que les éléments Zn, Cu et Pb étaient préférentiellement
stockés dans les parties racinaires plutot que transférés dans les parties aériennes des
plantes, et ceux de RABIER et al. [441], suggérant que la translocation des éléments traces
dans les parties aériennes implique certainement des mécanismes d'exclusion selon un
diagnostic phytosanitaire et la disposition d’un systeme racinaire profond, A. halimus
apparait selon ces auteurs comme un bon candidat pour la phytostabilisation des métaux

traces et des métalloides dans les sols du littoral méditerranéen contaminés par le sel.
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Selon SEREGIN ET IVANOQV [279], les végétaux accumulateurs amassent les
métaux principalement dans leurs pousses aériennes, a faibles et hautes concentrations de
métaux dans le sol. LIU et al. [485], confirment que les plantes ayant un facteur de
bioaccumulation éleve et un faible facteur de translocation ont un potentiel de
phytostabilisation. Ainsi, Atriplex halimus L. se montre une plante intéressante dans les
stratégies de phytostabilisation du cadmium et I’hyperaccumulation du plomb par

extraction induite en utilisant des chélateurs.

1l. 4. 5. Conclusion et perspectives

Atriplex halimus une xérohalophylle a large polymorphisme et potentialités en
phytoremédiation. Les résultats montrent que parmi ses stratégies d’adaptation aux métaux
lourds, le maintien de son état hydrique par abaissement du potentiel osmotique et la
réduction de la conductance stomatique et encore 1’accumulation de la proline. L’étude de
la dynamique des cations calcium et potassium en relation avec I’accumulation des métaux
montre que le cadmium entraine une accumulation du calcium qui pourrait jour le role d’un
osmorégulateur foliaire et une altération des niveaux du potassium dans tous les organes de
la plante. L’accumulation du zinc entraine une rétention massive du calcium au niveau des
racines, et I’augmentation des niveaux du plomb fait augmenter les teneurs en calcium et

en potassium de tous les organes, ce qui milite vers I’osmorégulation ionique.

L’estimation des taux d’accumulation et de translocation des trois métaux montre
que cette plante est prometteuse en phyto stabilisation du cadmium et I’hyper accumulation

du plomb par phytoextraction induite via la chélation.

Les taux d’accumulation des métaux dans les tiges d’A. halimus estimés pour la
premiére fois dans cette étude montrent 1’importance des taux de plomb accumulés (par
chélation) a ce niveau et évalués a 1894,9 mg. Kg* MS chez MOS et a 3295,5 mg. Kg*!
MS chez REL, sachant que cette plante présente un systéme de branchement important
offrant un compartiment supplémentaire d’accumulation, ce qui renforce les potentialités

phytoremédiantes en plomb de cette espéce.

Les résultats montrent que 1’écotype Mostaganem (MOS) accumule davantage les
métaux que Relizane (REL). Ce résultat est en faveur de ’utilisation des halophytes dans
la phytoremédiation du moment que le premier écotype peuple la zone littorale, ou il forme

des nappes sur de larges étendues. L’étude de I’apport de la salinisation sur les niveaux de
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tolérance et d’accumulation serait d’un apport signifiant. En outre, la caractérisation de la
variabilité génétique des populations étudiées a fin de distinguer les facteurs codant pour la
résistance de I’A. halimus aux métaux pourrait proposer cette espece comme modeéle pour
la compréhension des mécanismes communs et spécifiques de tolérance et d’accumulation

et leurs supports génétiques.
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DISCUSSION GENERALE

Le monde connait actuellement un vrai probléeme de pollution touchant les
compartiments ; atmosphére, hydrosphere et lithosphére ; la biosphere dans son ensemble
est menacée. La pollution par les métaux lourds est la plus problématique des pollutions
vue la nature non biodégradable des métaux, et leur persistance dans 1I’environnement. En
outre, la biodisponibilité, la spéciation et 1’accumulation des métaux dans divers
organismes amplifient leur toxicité.

Les végetaux constituent un maillon clé dans les processus de génération et de
cyclisme des especes métalliques, et c’est a travers lesquels, que ces polluants majeurs
atteignent les voies alimentaires des humains, d’autre part, c’est sur les végétaux que les
effets préjudiciables des métaux, sont immédiatement discernables.

Les productions végétales sont la base de I’alimentation humaine, et les progres en
agriculture doivent étre multipliés face aux changements et défis imposés par 1’avénement
des notions de développement durable et de 1’agro-écologie, cette derniere consistant a
maximiser la biodisponibilité fonctionnelle, et a renforcer les régulations biologiques,
garantit respect et protection de 1’environnement.

Un des défis de I’agriculture d’aujourd’hui est de surmonter le probleme de la
pollution des sols par les métaux lourds, et 1'une des solutions écologiques est la
phytoremédiation ; la encore, les végétaux constituent une clé de récupération et
d’amendement des sols pour répondre aux besoins croissants en productions végétales et
animales de qualité, saines et importantes.

L’utilisation des halophytes indigénes est 1'une des stratégies de réussite en
phytoremédiation. Cette thése a été conduite dans la perspective de fournir une plante
efficace en phytoremédiation des métaux plomb, zinc et cadmium, et également de
proposer une plante modéle pour investiguer les mécanismes d’ordres divers impliqués
dans les phénomeénes de tolérance et d’accumulation des métaux.

L’étude a porté sur deux stades essentiels a D’installation d’une culture; la
germination et la croissance juvénile. Les résultats émanant des deux tests de germination
ont permis les conclusions suivantes :

A. halimus germe potentiellement dans des milieux fortement pollués par les
métaux : zinc, plomb et cadmium, de ce fait, sa culture pour la remédiation des sites

pollués par les métaux, peut étre établie par semis.
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Au cours de leur imbibition, les graines d’A. halimus répondent différemment en
fonction du métal en question ; le plomb et le zinc semblent étre adsorbés au niveau des
téguments, et le cadmium a plus de tendances d’affranchir la barriére tégumentaire et
rejoindre les tissus embryonnaires, ce qui explique ses effets précoces et préjudiciables.

Les métaux réduisent significativement la germination des graines, avec des
pourcentages négativement corrélés aux concentrations (jusqu’a 19 % a 10 000 ppm de
métaux), cependant, I’inhibition est minime, et les pourcentages enregistrés demeurent
toujours ¢€levés (80 % a 10000 ppm de métaux). Apres chélation par ’EDTA, le Pb a réduit
significativement la croissance des radicules. Les chélateurs pourraient augmenter
significativement la mobilité de ce métal, ce qui permet de mieux étudier ses impacts sur
les graines en germination.

Les métaux cadmium, zinc et plomb réduisent les taux de germination en réduisant
la croissance des radicules. Le cadmium et le zinc diminuent les longueurs des radicules
par diminution des longueurs cellulaires. Le plomb limite 1’allongement des radicules par
des effets génotoxiques se traduisant par des perturbations de I'activité mitotique.

L’estimation des taux d’accumulation et de translocation des métaux par des
plantules d’A. halimus cultivées en hydroponie a des concentrations trés élevées ; 5000 et
10000 ppm de métaux, montre que cette plante a la capacité d’hyper-accumuler le
cadmium, mais, plus de la moitié de la quantité absorbée reste adsorbée au niveau des
racines, ce qui fait de la plante plus propice a la phytostabilisation. La plante est hyper-
accumulatrice de plomb, toutefois, la translocation n’est efficace que suite a une chélation,
donc cette plante revétirait une importance dans les projets de phytoextraction induite du
cadmium et du plomb. Notre candidate enregistre des taux d’accumulation en zinc faibles
par rapport aux normes, avec des taux de translocation plus élevés comparativement a ceux
du cadmium. L’A. halimus peut étre utilisée comme couvert végétal pour stabiliser les sols
pollués par les métaux, et 1’écotype MOS est le plus recommandé¢ du fait qu’il en accumule
moins mais sa tolérance et croissance sont mieux par rapport a REL, ce dernier accumule
mieux.

Cette étude a montré la meilleure croissance de I’A. halimus en conditions d’excés
des métaux Cd, Zn et Pb, et a permis de degager certains marqueurs morphologiques
d’accumulation des métaux, en 1’occurrence, la hauteur et le poids frais des pousses, la
néoformation des nceuds, le diametre des axes racinaires témoignent 1’accumulation des

trois métaux étudiés dans les pousses et les racines des plants traités. L’élongation des
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racines est un marqueur d’accumulation du cadmium et du zinc dans toute la plante. Le
rendement en matiere seche marque 1’accumulation et la translocation du zinc.

Selon RABIER et al. [459], la haute résistance apparente aux métaux et métalloides
de I’A. halimus pourrait étre liée a des mécanismes de tolérance au niveau racinaire dus a
I’action des niveaux de salinité et aux associations symbiotiques, et au niveau des feuilles
vue la présence de trichomes.

La culture en pots et I’irrigation par des concentrations trés faibles par rapport a
celles utilisées precédemment (500, 1000 et 1500 ppm), ont été procédés dans la derniére
expérimentation. Le but de ce volet est de comprendre les mécanismes physiologiques, et
I’intérét de 1’osmorégulation dans la tolérance aux métaux, les conditions de cultures sont
présumeées similaires a celles des contaminations naturelles ; a savoir un apport continuel
de faibles doses de métaux sur des cultures installées en sol.

Les résultats montrent que dans de telles conditions, les plants préservent leurs états
hydriques a des niveaux optimums par réduction du potentiel osmotique et de la
conductance stomatique. Concernant les teneurs en pigments chlorophylliens, aucune
différence significative n’a été relevée entre les témoins et les traités. Ceci est en accord
avec les rapports de RABIER et al. [441], montrant que les feuilles d’A. halimus
présentaient un processus de sénescence léger et lent lors de Il'incubation des feuilles
détachées dans l'obscurité, c'est-a-dire qu'aucune différence visuelle dans la perte de
chlorophylle n'a été détectée entre les feuilles non sénescentes et sénescentes apres 15
jours.

En outre, une accumulation de la proline a été enregistrée dans les feuilles de
I’ensemble des traitements métalliques, ce qui démontre son importance comme osmolyte
organique. L’accumulation de la proline contribue, efficacement a 1’osmorégulation [486].

L’estimation des teneurs en calcium et en potassium dans les différents
compartiments de la plante, montre que les métaux induisent des différences significatives
de répartition de ces cations, et qui sont reliées aux niveaux d’accumulation des métaux.
Ainsi, les plants stressés au cadmium exhibent une accumulation du ca?*comme osmolyte
dans les feuilles, et une diminution des teneurs en K*, tandis que le zinc entraine une
accumulation du Ca?* au niveau des racines. L’osmorégulation par accumulation de ces
deux cations dans toutes les parties de la plante est nette et significative dans les
traitements au plomb.

Selon TATTINI et al. [487], L’accumulation de solutés organiques dans les cellules

permettrait la protection de 1’état physiologique de la plante, malgré les dégradations
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internes conséquentes. Dans le cas des ions, I’osmorégulation génére de faibles valeurs de
potentiel hydrique tissulaire (¥w), ainsi que de potentiel osmotique, ce qui maintiendrait la
turgescence cellulaire, et donc, I’absorption d’eau de milieux extrémement salins [455].
Le Cd peut interférer avec l'absorption des nutriments, en altérant la perméabilité de la
membrane plasmique, et en affectant les processus de transport des éléments a travers la
membrane, en particulier ceux ayant la méme valence comme Fe et Mn.... [488]. En outre,
I’excrétion des sels via les trichomes des halophytes tel A. halimus n’est pas toujours
spécifique aux ions sodium et chlorure, d'autres ions potentiellement toxiques comme le
zinc, le cuivre ou le plomb peuvent étre excrétés par les trichomes sur la couche supérieure
des feuilles & travers une solution solide dans le réseau cristallin [35].

L’étude des capacités d’accumulation des trois métaux montre les mémes tendances
qu’en culture hydroponique sous de fortes concentrations; en 1’occurrence, une
phytostabilisation du cadmium, hyperaccumulation du plomb apres chélation, et faibles
taux d’accumulation du zinc malgré I’importance de la translocation. Cependant, les
écotypes testés montrent cette fois-ci un comportement controverse ; a savoir des niveaux
d’accumulation plus élevées chez 1’écotype Mostaganem que Relizane.

Ce résultat laisse supposer que les potentialités en phytoremédiation des différents
métaux de cette espéce ne doivent pas étre prises comme caractére commun mais la base
génétique de cette accumulation doit étre étudiée en investiguant le polymorphisme étendu
de cette espéce.

Parmi les objectifs de ce travail de these, la création d’un matériel végétal efficace
en phytoremédiation, par amélioration des taux d’accumulation et de translocation des
métaux, et ce par pression de sélection. Cet objectif n’a pas pu étre atteint vue les
contraintes techniques et I’indisponibilité des moyens et conditions de travail. Ce qui suit
est un exposé des principes et protocole expérimental du travail espéré.

Principe : Le travail fait partie de 1’amélioration in vitro de la phytoremeédiation, il
repose sur 1’exploitation de la variation soma-clonale induite par les métaux. La variation
somaclonale, induite par une culture plus ou moins longue des cellules en conditions
artificielles, est bien connue chez les plantes. Une partie de cette variation est due a des
mutations de génes, qui sont transmises par voie sexuée. Ces mutations ne different pas
essentiellement de celles qui apparaissent spontanément ou sont induites par des
traitements mutagenes. Pour autant que la régénération des plantes a partir des cultures soit
efficace, la variation somaclonale est une source de diversité complémentaire, parfois

utilisable en sélection, en raison du grand nombre de cellules susceptibles d'étre atteintes.
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Son utilisation se justifie surtout lorsque le caractere recherché peut étre sélectionné par
des pressions appliquées aux cultures cellulaires elles-mémes [489].

Selon DRUART et al. [490], gréace a la variation somaclonale associée a la présence
du cadmium, comme agent de pression de sélection, il est possible d’améliorer la tolérance
aux métaux et leur translocation vers la tige afin de rendre plus efficace la phytoextraction
de polluants métalliques. L’amélioration in vitro des propriétés d’extraction et
d’accumulation des métaux lourds a déja été effectuée chez le tabac ; Nicotiana tabacum
pour le Cd [491], chez la moutarde indienne ; Brassica juncea pour le Pb et le Cd [492], et

chez le colza Brassic anapus L. pour le Zn [493].

La selection in vitro pour I’obtention de plantes résistantes au stress des métaux
lourds comprend les trois étapes successives suivantes: (i) l'initiation de cellules
callogenes, dont certaines sont des variants somaclonaux avec de nouveaux caractéres, (ii)
I'exposition des cals aux métaux lourds en tant qu'agents sélectifs au cours de la
prolifération pour la sélection de variants somaclonaux avec une résistance accrue aux
métaux lourds, et (iii) la sélection des variants résistants espérés apres la régénération de la

plante en présence des métaux lourds [494].

L’induction de la callogenése a été expérimentée sur des milieux contenant 1/10° de
la concentration usuelle de macroéléments, et seuls les macroéléments de Gamborg dilués
au 1/10° ont produit un effet callogéne trés net. Le contrdle de la callogenése semble étre
possible par le choix des macroéléments utilises au cours du développement de la plantule
[495]. La morphogénése et la callogénése chez A. halimus ne nécessitent pas
obligatoirement un supplément d’hormones, cependant le 2-4D_Kinétine améliore le
rendement en cals (100%). L’embryogénése somatique apparait comme une alternative
intéressante pour la propagation de cette espéce. Une large diversité génétique a été
obtenue sur le méme milieu de culture. Le clonage in vitro est une technique
particulierement adaptée a la sauvegarde de la diversité génétique [496]. Le clonage des
individus, présentant des réponses différentes (vitesse d'apparition et importance du cal) a
un méme milieu de culture, permettra d'envisager une étude genétique du phenomene
[495].

Ainsi, il est possible, apres optimisation des conditions de culture d’utiliser des
concentrations croissantes des metaux cadmium, zinc et plomb comme agents de pression

de sélection pour I’amélioration des taux d’accumulation et de translocation de ces métaux.
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Il est possible également de créer un matériel & performances améliorées en
phytoremédiation, et ce en suivant les techniques d’ALDAHHAK et al. [101] optimisées
en vue de sélectionner in vitro des plants d’A. halimus tolérants a la salinité. L’approche
consiste a initier des micro-boutures enracinées qui, aprés acclimatation, vont étre cultivées
sur des milieux enrichies par des concentrations allant de 25 a 1000 mM de Na CI. Le peu
de plants ayant survécu sur 600 mM de sel, ont été propagés sous les mémes conditions de
stress. Selon ces chercheurs, cette méthode produit potentiellement des masses de plantules
en peu de temps et leur culture peut étre étendue dans les zones arides affectées par la
salinité. L’essentiel des techniques de micro propagation testées par ces chercheurs est

mentionné dans le chapitre I. 1. (Page 35).

Une autre alternative émergeante de 1’amélioration in vitro des potentialités
phytoremédiantes des plantes est la technique dite par CCM : Couche Cellulaire Mince (ou
TCLs : Plant thin cell layers). Les couches cellulaires minces sont des explants petits et
polyvalents pour la culture in vitro des plantes. A premiére vue, leur productivité
morphogénétique peut sembler étre inférieur a celle des explants conventionnels, mais une
fois que le facteur de correction de la croissance des plantes et le facteur géométrique sont
appliqués, la productivité réelle (potentielle) dépasse celle d'un explant conventionnel.
C'est pour cette raison que depuis pres de 45 ans, les CCM ont été appliqués a la culture in

vitro de prées de 90 espéces ou hybrides [497].

Par exemple, BEN GHNAYA et al. [493], ont sélectionné in vitro des plantes de
colza (Brassica napus L.) par la technique des couches cellulaires minces transversales
(CCMts) couplée avec un crible de sélection. L’idée était que la pression de sélection
exercée par un polluant métallique durant la phase de néoformation in vitro devait
permettre de seélectionner des plantes tolérantes, et éventuellement hyperaccumulatrices.
Selon ces auteurs, a partir de 500 uM de ZnSO4, le pourcentage de mortalité des CCMts
atteint 96%, mais la pression de sélection est élevée pour les plantes restées vivantes,
lesquelles ont pu étre néoformées, acclimatées en serre et étudiées. Les caractéres
morphologiques et physiologiques des plantes acclimatées et cultivées en serre dépendent
fortement de la concentration en zinc appliquée au cours de la phase de néoformation in

vitro.
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SEYEDARDALAN ET LEUNG [494], detaillent, en se basant sur une
bibliographie abondante, les principes et techniques de la multiplication in vitro de plants

résistants aux métaux lourds. La figure ci-dessous schématise le principe de ces techniques.

Mother Plant
Control
Callus Induction Callus Proliferation Plant Regeneration
Tissue Excision =+ from =5 on = Vi
explants HM-containing media Organo- or embryo-genesis

/l\

Not changed
Sensitive
Resistant E

Figure 11.2. Schéma des procédures de développement in vitro de plantes résistantes aux
ETM (SEYEDARDALAN ET LEUNG, 2015) [512].

La morphologie de la progéniture peut représenter le niveau de résistance en la comparant aux plantes

témoins dérivées directement des plantes meres.

L’ensemble des techniques précitées peut étre testé pour en choisir la méthode la plus
adaptée aux objectifs d’obtention in vitro d’un matériel végétal a performances améliorées
en phytoremédiation. La rentabilité des techniques portera sur la masse végétale, les
niveaux de tolérance et d’accumulation, et éventuellement sur I’étendue du spectre
d’accumulation e vue de réhabilitation des sols multi-pollués par les métaux. Ceci demeure

une perspective primordiale a ce travail de thése.



Discussion générale et conclusion | :159

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése a été entrepris pour répondre a une part des besoins de la
phytoremédiation entant que biotechnologie de dépollution des sites affectés par les
métaux, et un axe de recherche multidisciplinaire ; le premier but est a atteindre a travers la
sélection (in vivo et in vitro) d’un matériel a fortes potentialités phytoremediantes exhibées
par des niveaux élevés de tolérance et d’accumulation. Le second objectif est vérifié par
I’é¢tude de I’impact des métaux sur la plante au cours de la germination et la croissance,
ainsi que la détermination des trais morphologiques, physiologiques et biochimiques

caractérisant la réponse des plants aux différents métaux.
Cette recherche s’est articulée autour de quatre questions majeures :
1. Comment agissent les métaux sur les graines d’A. halimus en germination ?

2. Est-ce que les réductions des taux de germination sous stress métalliques, peuvent étre
imputées a la restriction de la croissance des axes embryonnaires aprées franchissement de

la barriere tégumentaire ?

3. Peut A. halimus étre utilisé en phytoremédiation des métaux cadmium, zinc et plomb ? et

par quelles stratégies ?

4. Quelles sont les stratégies de tolérance et d’accumulation des trois métaux en conditions

de culture en pots par apport de concentrations modérées de métaux ?

Concernant la germination, les résultats montrent des comportements divergents
des graines des deux écotypes MOS (Mostaganem) et REL (Relizane) ; I’imbibition est
meilleure chez les graines MOS, cependant, les taux de germination et la croissance des
radicules sont significativement plus élevées chez REL. L’étude de la cinétique
d’imbibition montre que méme a fortes concentrations (jusqu’a 10 000 ppm de métaux),
les taux d’imbibition demeurent importants, avec une augmentation significative par le Zn
et le Pb évaluée a 17 % et 8 % respectivement, le Cd réduit les taux d’imbibition de 4 %
par rapport aux témoins. La croissance radiculaire est plus sensible aux métaux que la

germination, 1’effet inhibiteur du Cd sur la croissance est plus précoce comparé a ceux du
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Zn et du Pb. L’utilisation d’un chélateur (EDTA) rend I’impact du plomb plus visible sur la

germination, ce qui aide & mieux caractériser la tolérance des graines a ce métal.

La mesure des longueurs radiculaires au cours de la germination, et celles des
cellules parenchymateuses des axes radiculaires, montre que les concentrations de métaux
dépassant les seuils de tolérance inhibent la germination par inhibition de la croissance des
axes radiculaires embryonnaires, et ce en partie, par restriction de 1’auxése (Pb) ou de la
mérese (Cd et Zn).

L’analyse de la distribution des métaux au cours de I’imbibition des graines serait
d’un intérét certain pour expliquer la forte tolérance aux métaux de cette espece au cours
de sa germination. La germination dans des milieux enrichis par de fortes concentrations
de métaux (jusqu'a 20000 ppm), montre les potentialités germinatives intéressantes de cette
halophyte, ce qui pourrait la caractériser comme plante modele permettant 1’exploration
des stratégies impliquées dans le phénomeéne de la tolérance aux métaux au cours de la

germination.

Les résultats émanant de la culture hydroponique montrent que les fortes
concentrations (5000 et 10000 ppm) induisent une réduction générale de la croissance sans
compromettre la vitalité des plants. L’ordre d’accumulation des métaux dans les pousses
est comme suit : 11194,82 mg. Kg* (Pb-C : plomb avec chélateur), 3984,29 mg. Kg* (Zn),
3300,99 mg. Kg? (Cd), 313,39 mg. Kg* (Pb). Les taux moyens de translocation sont :
81,49% (Pb-C), 51,51% (Zn), 49,42% (Cd), 2,51%(Pb). Les parametres : Hauteur des
tiges, Poids frais aérien, Néoformation des nceuds sont significativement corrélées aux taux
d’accumulation des trois métaux dans les compartiments aériens et souterrains. A. halimus

est un hyper accumulateur de cadmium et de plomb aprés chélation.

La culture en pots et I’irrigation par des concentrations moins importantes (500,
1000 et 1500 ppm de métaux) montre que de telles concentrations réduisent les teneurs
relatives en eau des plants, cependant, les plants restent viables, a ports dressés et sans
perte de pigments chlorophylliens. Comme stratégie de tolérance, les plantes agissent par
réduction de la conductance stomatique et du potentiel osmotique. L’osmorégulation par
accumulation de la proline est commune chez 1’ensemble des traitements métalliques, en
revanche, I’accumulation d’osmolytes minéraux differe selon le métal en question. Ainsi,

le plomb induit une accumulation du calcium et du potassium, le zinc favorise 1’adsorption
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du ca®* au niveau racinaire, et le cadmium génére une osmorégulation par accumulation du

calcium au niveau des feuilles tout en altérant la nutrition en potassium.

Comme perspectives a ce travail, nous proposons la confirmation de 1’efficacité des
marqueurs morphologiques dégages, en les testant sur d’autres écotypes, d’autres espéces

et d’autres traitements métalliques.

L’étude des changements anatomiques des tiges et des racines, induits par

I’accumulation des différents métaux ;

L’¢étude de la compartimentation des métaux accumulés dans les différents organes
de la plante, notamment sur les surfaces foliaires, par microscopie électronique a balayage
(MEB).

La création de souches a capacités d’accumulation améliorées, par pression de

sélection, imposée par des concentrations extrémement élevées de métaux.
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LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

% TRANS : Pourcentage de translocation des métaux.
ABC : Transporteur ATP Binding Cassette

ADN : Acide désoxyribonucléique

AO : Ajustement osmotique

AsA: Ascorbate

ATPases: Adenosine triphosphatase.

CCM : Couche Cellulaire Mince

CCMIts : Couches cellulaires minces transversales
CE : Conductivité électrique

CEC : Capacité d’échange cationique

Ch. A :Concentration en chlorophylles a

Ch. B :Concentration en chlorophylles b

Ch. X + C : Concentration en caroténoides

CL : Celllength

DDL : Degré de liberté

Diam. R : Elargissement relatif des axes racinaires.
Diam. T : Elargissement relatif des axes caulinaires.
dS m : Deci Siemens par métre

DTPA: Diethylene triamine penta acetic acid (C14H23010N3).

EDDHA : Ethylene diamine diamine di-o-hydroxy phenylacetic acid (C1sH2006 N>).

EGTA: Ethylene glycol bis (2-aminoethyl ether) tetra acetic acid C14H24010Ny).
SE : Standard error

ET : Ecart type

ETM : Elements traces métalliques

ETM.PA : Taux d’accumulationdes ETM dans les pousses aériennes.
ETM.PS : Taux d’accumulation des ETM dans les racines.

G% : Taux final de germination

gs : Conductance stomatique

GSH : Gluthation

GSHS : Glutathion synthétase

GST : Glutathion-S-transférase

H202 : Peroxyde d’hydrogene
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HAP : Hydrocarbures polycycliques aromatiques

Haut. T : Hauteur relative des tiges.

HEDTA: Hydroxy ethylene diamine tri acetic acid (C10H1807 N2).
HMW: High MolecularWeight

HO-: Radical hydroxyle

IBA: 1H-Indole-3-butanoic acid, IBA (C12H13NO>).
KDa: kilodalton

LMW: Low Molecular Weight

Long. R : Longueur relative des racines.

MF : Matiere fraiche

MOQOS : Ecotype Mostaganem

MS : Matiere séche

MTBE : Méthyle tertiaire butyle éther

MTs : Métallothionéines

Na.- EDTA : Acide éthyléne-diamine-tétra acétique
NN : Néoformation relative des nceuds

Pb-C : Plomb avec chélateur

PCB : biphényle polychloré

PCs : Phytochélatines

PEP : Phospho-énolpyruvate

PF. R : Croissance relative des racines.

PF. T : Croissance relative des tiges.

PO : Potentiel osmotique

Ppm : Partie par million

PS. R : Rendement relatif en matiére séche des racines,
PS. T : Rendement relatif en matiére séche des tiges,
PSII : Photosysteme II

r . Coefficient de corrélation de Pearson

REL.: Ecotype Relizane

RL: Rootlength

ROS: ReactiveOxygenSpecies

Rubisco : Rubilose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygénase
SVI : Indice de vigueur des plantules (Shoot Vigor Index : SVI)
TCE: Trichloréthyléne
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TCLs: Plant thin cell layers.

TNT : Trinitrotoluene

TRE : Teneur relative en eau = RWC : Relative Water Content
UF/ha : Unite fourrageére par hectare

Ys : Potentiel osmotique

Yw : Potentiel hydrique

2,4-D: 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (CsHsCl203).

CNGC: Cyclic nucleotide gated channel

ZIP: ZRT, IRT-like protein

NRAMP: Natural resistanceassociated macrophage protein

1. Décret executif n° 17-170 du 25 Chaébane 1438 correspondant au 22 mai 2017 fixant les
modalités de fonctionnement du compte d’affectation spéciale n° 302-065 intitulé « Fonds
national de I’environnement et du littoral ». Disponible sur le site :
http://www.cntppdz.com/uploads/D%C3%A9cret%20ex%C3%A9cutif%20n%20%C2%B
017-170.pdf.
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RESUME

Population, civilisation et pollution sont en croissance non cessante. La pollution par les métaux lourds
est la plus problématique vue son large étendue et ses graves conséquences sur les compartiments sol, eau et
atmospheére, et surtout sa bio toxicité affectant I’ensemble des étres vivant ; faune, flore et humains. Dans une
optique de développement durable, la phytoremédiation est devenue une urgence absolue comme technologie
verte de dépollution. En outre, pour plus d’efficacité et de durabilité de cette technologie, il y’a toujours
besoin de découvrir des plantes hyper accumulatrices, voire, des plantes modéles pouvant étre explorées du
phénotype au génotype pour déchiffrer les codes de la tolérance et de I’accumulation des métaux. Atriplex
halimus est une xéro-halophyte qui s’adapte bien aux conditions d’aridité, 1’espéce constitue un matériel de
choix pour la réhabilitation des terres marginales et dégradées. Cette recherche vise essentiellement 1’étude
des potentialités de I’A. halimus en phytoremédiation des métaux cadmium, zinc et plomb. Le second objectif
est d’expliquer une part de la phyto-tolérance au stress métallique au cours de la germination et de la
croissance végétative. La recherche consiste a tester I’impact des métaux sur la germination et la croissance,
évaluer les taux d’accumulation et de translocation des métaux et en dernier, d’analyser les stratégies de
tolérance notamment la physiologie et I’osmorégulation. Les résultats montrent que les métaux diminuent les
taux de germination des graines et ce proportionnellement a leurs concentrations (jusqu’a 19 % a 10 000
ppm), et que la croissance radiculaire est plus sensible aux métaux que la germination. L’effet inhibiteur du
Cd sur la croissance est plus précoce comparé a ceux du Zn et du Pb. L’étude des corrélations entre les taux
de germination et I’allongement des radicules et des cellules radiculaires a montré que ’inhibition de la
germination suite aux traitements métalliques pourrait étre due a une restriction de la croissance de 1’axe
embryonnaire, ainsi, le Cd et le Zn limiteraient la croissance en longueur des cellules parenchymateuses,
tandis que le Pb diminuerait ’activité mitotique des cellules des radicules. Les résultats issus de la culture
hydroponique montrent que les fortes concentrations induisent une réduction générale de la croissance sans
compromettre la vitalité des plants. L’ordre d’accumulation des métaux dans les pousses est comme suit :
11194,82 mg.Kg?! (Pb-C : plomb avec chélateur), 3984,29 mg.Kg' (Zn), 3300,99 mg.Kg* (Cd), 313,39
mg.Kg* (Pb). Les taux moyens de translocation sont de ’ordre de : 81,49% (Pb-C), 51,51% (Zn), 49,42%
(Cd) et 2,51%(Pb). A. halimus est avéré hyper accumulateur de cadmium et de plomb aprés chélation. Les
parameétres : hauteur des tiges, poids frais aérien, néoformation des nceuds pourront étre utilisés comme
marqueurs d’accumulation des trois métaux dans les compartiments aériens et souterrains des plants. La
culture en pots a 500, 1000 et 1500 ppm de métaux n’altére pas les niveaux d’hydratation des tissus foliaires,
ni les teneurs en pigments chlorophylliens, cependant la conductance stomatique et le potentiel osmotique
baissent significativement. L’ osmorégulation par accumulation de la proline est commune chez I’ensemble
des traitements métalliques, le calcium et le potassium se comportent comme osmolytes minéraux dans les
traitements plombiques, en présence du zinc, le Ca?* est accumulé davantage dans les racines, et le cadmium
induit une diminution significative de I’assimilation du K* et une accumulation du Ca?*au niveau des feuilles.
Dans ces conditions, I’A. halimus se montre efficace dans la rhizostabilisation du cadmium et du zinc et
I’hyperaccumulation du plomb par chélation. Les tiges chez cette espéce fournissent un organe
supplémentaire d’accumulation du plomb en enregistrant des taux moyens de1894,9 mg. Kg! MS chez
I’écotype MOS et de3295,5 mg. Kg* MS chez REL.

Mots clés : Métaux lourds, Phytoremédiation, Atriplex halimus, Germination, tolérance.



