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Résumé

Résumeé

Les cultures céréalicres sont importantes, se concentrent principalement dans les zones
arides et semi arides mais la présence des métaux lourds dans le sol sont limitées La
productivité des céréales

Le plomb (Pb) est I’'un des métaux lourd qui est trés hautement toxiques pour les plantes et
la santé animale et humaine.

Notre travail a pour objectifs D’évaluer un moyen de lutte et atténuation de stress métallique
causé par la présence de plomb chez les plantes de I’orge; nous avons suivi le développement
de graines d’orge soumises a un stress métallique et ce a travers une majorité de parametres,
morphologiques, physiologiques et biochimiques ; afin d’¢lucider 1’action de différentes
concentrations de traitement sur I’orge.

Les résultats obtenus montrent un effet stressant sur la plante de 1’orge, nous avons
remarqué des valeurs variables dans quelque parameétres biochimiques et physiologiques
mesurés ; ont également mis en évidence une forte augmentation dans les concentrations du
sucre et MDA et proline et diminution de protéine

Mots clé : I’orge, plombe, acide phytique, stress
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abstract

The objective of our study is to evaluate the mineral stress caused by lead by using the natural
alkali fittic acid in the barley plant (happy quality)

We followed the development of barley subjected to the following experiment

_A sample of viewers

_A sample of phytic acid

_Sample of lead metal+ A sample of phytic acid

After 20 days of follow-up, we studied the metamorphic and biochemical parameters. We
observed some change in them and concluded that there was none
Increased with the presence of lead metal, while the ratio of MDA to the value of any change
is related to speed - budding - the value of growth in barley
Proteins and sugars have not seen any change in the various samples
We conclude that barley has the ability to resist mineral stress by its metal fixation property
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Introduction

La présence de certains éléments traces (ET) dans les sols agricoles, en particulier
métalliques tel que le plomb, peut poser un probléme de santé publique en raison du risque de

transfert vers la plante, I’animal, voire ’homme (Grelle, 1998).

L’augmentation du taux des métaux non essentiels dans les plantes exerce une
toxicité (Prasad, 1990), affectant plusieurs étapes de développement, de la germination a la
formation des feuilles. D’une maniere générale, la plupart des métaux peuvent inhiber la
germination et la croissance racinaire lors des premiers stades de développement (Dazy,
2008). Le plomb est connu pour ralentir la croissance des plantes cultivées, en particulier les
céréales. La bioaccumulation du plomb dans les tissus des plantes a tendance a perturber les

activités enzymatiques nécessaires a la biosyntheése de la chlorophylle.

Pour remédier a ces conditions de stress, ainsi que de limiter et réduire les effets
nocifs des métaux lourds sur les végétaux, différents moyens ont été évalués. L’acide
phytique figure parmi les moyens de lutte contre ce stress. Il a été trouvé que 1’acide
phytique peut servir comme un élément chélateur naturel bénéfique pour atténuer le stress

métallique.

Au cours de ce travail, nous avons choisi, dans un premier temps, 1’effet du plomb sur la
plante de 1’orge, variété de Saida. Ainsi, notre premier objectif était de mieux comprendre les
réponses de la plante d’orge aux stress causés par la présence du plomb, pour cela plusieurs

points ont été analysés :

- L’impact du plomb sur la germination et la croissance des plantes.

- L’effet du plomb sur les parametres physiologiques et biochimiques.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a un cas particulier et peu étudié qui est
I’atténuation du stress métallique. De ce fait, nous avons test¢ d’appliquer aux cultures
soumises au stress métallique, 1’acide phytique, comme un moyen de phytoextraction et de
lutte contre le stress engendré par le plomb. Ainsi, notre objectif a été d’évaluer ’effet de
I’acide phytique sur I’amélioration des parameétres physiologique et biochimiques de I’orge

exposée au stress.
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Chapitre I : synthese bibliographique.

I. Les céréales :

Les céréales sont un groupe de plantes cultivées appartient a la famille botanique des poacées
appelées «graminées) Il existe trois grands groupes de céréales (Guignard et Dupont., 2004):
-Un premier grand groupe formé par le blé, I’orge, le seigle et I'avoine ;

-Un deuxieme grand groupe formé par le mais.

-Un troisiéme grand groupe ordonné autour du riz (Alais et al., 2003) :

I.1.Biochimie des céréales :

On a deux phases de métabolisme au niveau des céréales: le métabolisme primaire et le
métabolisme secondaire a l'issue desquels résultent des groupes moléculaires différents
(Kumar, 2011)

I.2. Molécules issues du métabolisme primaire :

Il s'agit des: glucides, lipides et protides, (Jeant et et al., 2007). Les glucides se présentent
sous la forme de quelques sources simples, mais surtout de Composés plus ou moins
complexes de ce méme sucre simple tel que le glucose et le pentose .Le plus important est
I’amidon qui est la substance énergétique par excellence, facilement digestible, et la cellulose
qui est un glucide complexe.

Les protides et les protéines Ce sont des composés azotés que l'on rencontre sous forme
simple (acide aminés) et sous forme plus complexe (protéines). La teneur en protéines des
céréales varie suivant les especes, 12% pour le blé ,11%pour 'orge et seulement 10%pour
mais. Certains de ces acides aminés, telle que la lysine, sont indispensables pour
I'alimentation humaine et animale (substance nécessaire a la croissance)

Les lipides, Ce sont les matieres grasses, dans les céréales elles sont fortement concentrées
dans le germe.

1.3.Molécules issues du métabolisme secondaire :

Il s'agit des composés phénoliques qui correspondent a un vaste ensemble de molécules ayant
en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs hydroxyles libres ou engagés dans
une autre fonction. Ces molécules sont spécifiques des végétaux et notamment des
angiospermes. Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la
plante .Ils sont impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions
symbiotiques.....), et dans ses mécanismes de défense (interactions biotiques et abiotiques).

IIs sont particulierement intéressants par leur propriété antioxydant (Macheix et al., 2005)

I.4. Aspect botanique: Historique, Origine, Et la Classification (I’orge) :

L'orge est une plante annuelle de la classe des monocotylédones, qui appartient a la famille
des graminées et au genre Hordeum qui comprend 31 espeéces, mais seule vulgare est
couramment cultivée, Hordeum vulgare est une espece diploide (2n=14).Elle a été 1'une des
premieres cultures domestiquées, il y a 10 000 ans dans le croissant fertile du moyen —orient
(Baik,B.-k& Ulrich,S.E).
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L'orge est classée selon deux types printemps ou hiver (sensible au gel ou au contraire
résistant au froid environ jusqu'a-15°C), sa classification est basée sur la fertilité des épillets
latéraux, la densité de 1'épi et la présence ou l'absence des barbes (Rasmusson., 1992).

On’ y distingue deux types selon la forme de leur épi
1. L’orge a 2 rangs ou I’orge distique: a un €pi aplati, composé de 2 rangées d’épillets
fertiles, un sur chaque axe du rachis, entouré de 4 épillets stériles. Dans ce type
existent surtout des variétés de printemps.
2. L’orge a 6 rangs ou orge hexastique: encore appelé exourgeon, & une section
rectangulaire, sur
Chaque axe du rachis les 3 épillets sont fertiles. Dans ce type n’existent pratiquement que des
variétés d’hivers (Soltner., 2005)

Selon la nomenclature établie par Zutin et al, 1980a partir de la classification de ENGLER
DIELS en 1936 (Mossab, 1991) l'orge appartient a:

Reégne Végétale
Embranchement Spermaphytes
Sous/Embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédone
ordre Glumales

famille Graminées.
Sous/Famille Poacées

tribu Hordées.

genre Hordeum.

espece Hordeum VulgareLL

Tableau(01) : la classification de ENGLER DIELS en 1936 (Mossab, 1991) 1'orge

1.4.1. morphologie :

L'orge se présente comme une plante herbacée annuelle a multiplication sexuée (BENAITE,
1989) a feuilles étroites de couleur vert clair, un épi de 6 rangs et d'un tallage herbacé
important supérieur a celui du blé. Elle présente un chaume plus gros mais faible et versant
plus facilement par rapport au blé ; le systeme radiculaire fasciculé est plus superficiel que
celui du blé (CLEMENT-GRANDCOURT et PRAT, 1966)

1.4.2. Systeme radiculaire :

L'orge a un systeme radiculaire fasciculé dont la racine principale ressemble aux racines
secondaires (BENAITE, 1989), ce systeme est plus superficiel que celui du blé et ne peut aller
au dela d'un metre vingt de profondeur.

On estime que 61% du poids des racines se trouve dans les vingt cinq premiers centimetres du
sol (Clement et Part, 1966).
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1.4.3 La tige:

La tige n'a rien de trés remarquable et on peut observer a son sujet les mémes modalités de
développement que pour celle du blé; c'est un chaume creux entrecoupé de cing a six nceuds
(SIMON, 1972).La hauteur varie en fonction des variétés et peut atteindre deux metres.

1.4.4. Les feuille :

Les feuilles sont alternes, distiques non pétiolées a couleur vert clair (Mossab, 1991). Elles
sont assez étroites dont la forme peut étre caractérisée par le détail suivant: a 1'endroit ou le
limbe se détache de la tige au sommet de la partie engainante de la feuille, on trouve deux
stipules largement développés qui se croisent devant la tige en formant une sorte de collier
familierement appelé plat a barbe en raison de sa forme et une courte ligule dentée appliquée
contre la tige (Clement-Grancourt et Part, 1966).

L.4.5. L'inflorescence:

C'est un épi blanc et barbu, le rachis porte sur chaque article trois épillets uniflores : un
médian et deux latéraux. La fertilité de ces épillets permet de distinguer le type d'orge. Chez
les orges a deux rangs, I'épi est aplati et les épillets s'opposent les uns aux autres
alternativement dans le sens perpendiculaire a 1'aplatissement de telle sorte que les arétes
barbues des glumelles inférieures sont réparties a 1'extérieur de 1'épi ; chaque épillet fertile sur
chaque axe du rachis entouré de deux épillets stériles (Slim, 1982).

Dans les orges a six rangs on les appelle aussi Es cour geons, la section de 1'épi est nettement
hexagonale ; tous les épillets sont fertiles (Soltner, 1988).

1.4.6 Le grain :

Les grains sont de formes différents ; en effet ceux qui sont placés a l'extérieur de chaque coté
du rachis sont légérement dissymétriques alors que le grain central est symétrique. Ce
caractere permet de reconnaitre assez facilement une orge a six rangs d'une orge a deux rangs

L.5. Le cycle de développement
L5.1. La période végétative

a. La germination: Correspond a I’entrée de la semence en vie active et au tout début de
Croissance de I’embryon.

b. La levée: cette période est caractérisée par le nombre de feuilles de la jeune plante et
leur stade de développement (Giban et al., 2003).

c. Le tallage: le début du tallage est marqué par I’apparition de ’extrémité de la 1ére
feuille de la talle latérale puis d’autres talles naissent successivement, formant un
plateau du tallage situé juste au niveau du sol. Le fin tallage est celle de la fin de la
période végétative, elle marque le début de la phase reproductive (Hadria, 2006)

1.5.2. La période reproductive :

a. La montaison: ce stade est repérable une fois 1’ébauche de 1’épi du brin maitre, atteint
lcm de hauteur. Cette phase s’achéve une fois I’épi prend sa forme définitive a
I’intérieur de la gaine de la feuille étendard qui gonfle (stade gonflement) (Giban et
al. 2003).




Chapitre I : synthese bibliographique.

b. L’épiaison: est la période allant de ’apparition des premiers épis jusqu’a la sortie
compléte de tous les épis hors de la gaine de la derniere feuille (Giban et al., 2003).

c. La floraison: est la sortie des premicres étamines hors des épillets au milieu de 1’épi
sur 50% des épis la formation du grain se fait quand les grains du tiers moyen de I’épi
parviennent a la moitié de leur développement. Ils se développent en deux stades:

*Le stade laiteux ou le grain vert clair, d’un contenu laiteux atteint cette dimension définitive;
(le grain contient encore 50% d'humidité et le stockage des protéines touche a sa fin)
*Le stade pateux ou le grain, d’un vert jaune, s’écrase facilement. (le grain a perdu son
humidité
et 'amidon a été constitué).
a. La maturité compléte: la teneur en humidité atteint environ 20%; le grain est mir et
prét a étre récolté, c'est alors la période des moissons.

I1. Les métaux lourds :

Actuellement, dans 1’environnement une importante gamme de contaminants existe, tels
que les métaux lourds, les substances combustibles, les déchets dangereux, les
explosifs et les produits  pétroliers. 1ls se  divisent en deux -catégories : les
composés organiques et inorganiques (Brunet, 2008)

Les contaminants inorganiques majeurs sont les métaux lourds. Ils représentent un
probleme différent des contaminants organiques : contrairement a ces derniers, ils ne peuvent
pas étre dégradés par les microorganismes, ils doivent étre « immobilisés » ou
extraits. Il existe plusieurs définitions du terme « métal lourd », ou élément trace
métallique (ETM) : il s’agit en général d’éléments métalliques naturels, caractérisés par
une masse volumique élevée,  supérieure a 5 g/cm3 (Morlot, 1996).Quarante et un
métaux correspondent a cette définition générale. D’autres définitions existent, 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 quatrieme période de la
classification des éléments. les métaux lourds les plus fréquents sont le cadmium (Cd), le
chrome (Cr), le cuivre (Cu), le plomb (Pb), [Darsenic (As), le nickel (Ni) et le zinc
(Zn). Ils contaminent de nombreux sites a travers le monde. Ils proviennent de la
combustion des charbons, pétroles, ordures ménageres, de 1’épandage de boues sur les
sols agricoles et de certains procédés industriels (métallurgie des métaux non ferreux
notamment (Chaney et al., 1997)

I1.1. Le plomb

I1.1.1. Généralités sur le plomb :
11.1.2. Histoire de lutilisation du plomb :

Le plomb a été I’un des premiers métaux utilisés par ’homme dés I’age du bronze, il y a plus
de 7 000 ans. Du fait de sa relative disponibilité et de ses propriétés physico-chimiques
(malléabilité, ductilité, bas point de fusion, propriété anticorrosion), le plomb a été largement
utilisé par les Grecs et les Romains comme pigments (oxyde de plomb) ou pour réaliser
des canalisations, de la vaisselle, des picces de monnaie, des toitures...(Pourrut, 2008).

L’utilisation du plomb a ensuite explosé au cours de la Révolution industrielle. Pendant
la premiére moiti€é du XXeéme siecle, le plomb a été utilis€ dans [D’industrie,
I’imprimerie et les peintures. Dans la seconde moitié du siecle, 1’utilisation dominante était
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liée aux carburants automobiles (le plomb ¢était ajouté dans [’essence comme
antidétonant) puis aux accumulateurs de voitures et industriels. Depuis les années 1970,
le  développement de nouvelles technologies, la prise en compte des
problémes environnementaux et de santé publique, ont conduit a la diminution ou a
I’arrét de certaines utilisations du plomb (canalisations, soudure, peinture, pesticides,
antidétonante dans [’essence...). Dans les pays industrialisés, la production secondaire (a
partir de la valorisation des déchets) ne cesse de progresser par rapport a la
production primaire (a partir de minerai). (Ademe,2006

I1.1.3. Origines de la pollution par le plomb :

Le plomb retrouvé dans I’environnement provient a la fois de sources naturelles et
anthropiques. Le métal est présent dans le sol, mais également dans tous les autres
compartiments de I’environnement : eau, air et méme les étres vivants

Le plomb est naturellement présent en moyenne a 0,002% dans Ia
croiite terrestre (36" élément de la croite terrestre), généralement sous forme peu
soluble. Des dérivés inorganiques sont présents dans les eaux, les sédiments, les sols,
I’atmospheére et éventuellement en micro-traces chez les organismes vivants. Les sols
non contaminés contiendraient de 10 a 30 mg.kg-1(Nriagu, 1978 ; Baize, 2002).
A I’état naturel, le Pb se retrouve dans I’environnement sous forme de galéne (sulfure de Pb),
de cérusite (carbonate de Pb), et d’anglésite (sulfate de Pb). La forme Ila plus
abondante est la galéne, la cérusite et 1’anglésite apparaissent lors de 1’oxydation de la galéne
(Brunet, 2008).

Dans I’air, les émissions de plomb provenant de poussiéres volcaniques véhiculées par le vent
sont reconnues d’importance mineure (Pichard, 2003), la majorité du plomb contenue dans
I’air ambiante provient de la combustion de 1’essence plombée, en milieu urbain environ 90%
du plomb est émis dans 1’atmosphére par le gaz d’échappement mais la pollution de
I’air par le Pb a considérablement diminué depuis DParrét des essences
plombées, (Source CITEPA traitement OPECST).

A ce jour, les principales sources de contaminations en Pb  sont les  rejets
anthropiques. Ils proviennent principalement des industries qui extraient et purifient le
Pb naturel et qui recyclent les composants contenant du Pb comme les
batteries et leurs retombées  atmosphériques contaminent les  sols. A ceci
s’ajoute les déchets industriels et la détérioration des peintures extérieures a base de Pb.
Des rejets provenant des industries sidérurgiques ainsi que les réseaux de canalisations
de distribution d’eau anciennes, contenant du Pb, contaminent les eaux (Viraraghavan
et al., 1999).

I1.2. Problématique du plomb dans I’environnement :
11.2.1. Propriétés physico-chimiques du plomb :

Le plomb, du latin plombum, est un métal mou, gris, sans golit ni odeur caractéristique, se
trouvant habituellement en petite quantité dans la crofite terrestre. Il appartient au groupe IV
b de la classification périodique des éléments. Ses principales propriétés physico-chimiques
sont présentées dans le Tableau 0. De configuration électronique : [Xe] 4f145106s26p2, il
possede deux électrons non appariés sur sa couche électronique externe. Cette configuration
¢lectronique autorise les degrés d’oxydation (+2) et (+4), en plus de la forme métal (0) 2008).
Sept isotopes du Pb (202Pb, 204Pb, 205Pb, 206Pb, 207Pb, 208Pb, 210Pb). existent mais
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seulement quatre se retrouvent a 1’état naturel: 204Pb (1,4%), 206Pb (26,1%), 207Pb
(22,1%), 208Pb (52,4%) (Brunet, 2008) Le cation Pb2+est un acide au sens de Lewis, c'est-
a-dire qu’il est susceptible d’accepter un doublet d’électrons venant d’une base, pou Former
une liaison covalente. C’est également une espece chargée, susceptible d’interactions
électrostatiques avec des ions de signes contraires pour former une liaison ionique Le plomb
est un métal difficile a détruire, et non dégradable (Morlot, 1996).

Tableau(02) : Principales propriétés physico-chimiques du plomb

Symbole Pb
Numéro Atomique 82

Masse atomique 207,2 g.mol-1
Point de fusion 327 °C
Point d’¢ébullition 1740 °C
Densité 11,35
Configuration électronique [Xe] 4f145d106s26p2
Valence 0,+2,+4
Rayons ioniques 0,94 a 1,49 A
Pb2+ 0,78 20,94 A
Pb4+

11.2.2. Impact du plomb sur les végétaux
11.2.2.1. Absorption du plomb par la plante
11.2.2.1.1. Cas de I’absorption foliaire

Bien qu’elle ait été peu étudiée par rapport a I’absorption racinaire, 1’assimilation du plomb
par les feuilles peut représenter une part importante dans le taux de contamination de la
plante. Du plomb peut étre apporté sur les feuilles par des retombées atmosphériques, mais
également dans les champs par des apports en engrais et pesticides (plomb sous forme
d’impuretés). La majorité¢ de ce plomb est lessivée,mais une partie va s’adsorber aux lipides
épicuticulaires et €tre absorbée par les feuilles (Prasad and Hagemeyer, 1999). La capacité des
plantes a absorber le plomb disponible via leurs feuilles dépend a la fois de I’age de celles-ci,
mais également de leurs morphologies. Les feuilles pubescentes ont en particulier la capacité
de fixer et d’absorber ce plomb (Godzik, 1993). Dans le cas de « légume-feuilles », comme
I’épinard, ou de céréales, comme le blé, exposés a de fortes retombées atmosphériques, la
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quantité de métal absorbée par les parties aériennes peut atteindre jusqu’a 95 % de la quantité
totale absorbée (Dalenberg et Van Driel, 1990)

11.2.2.1.2. Mécanismes d’absorption racinaire :

Depuis plus de trente ans, du fait des risques de contamination de la chaine alimentaire par le
plomb, I’absorption racinaire a fait I’objet de nombreuses recherches sur diverses especes
végétales. De ce fait, ces études ont porté essentiellement sur les céréales, comme 1’orge et le
blé (Tanton and Crowdy, 1971), le mais (Tung and Temple, 1996b), ou les 1égumes, comme
la laitue (Glater and Hernandez, 1972), le radis (Lane and Martin, 1977) et 1’oignon
(Wierzbicka, 1987). Ces travaux ont révélé que le plomb, apres s’étre fixé au rhizoderme,
pénétrait dans le systéme racinaire de fagon passive et suivait le systtme de Conduction de
I’eau. Cette absorption n’est pas uniforme le long de la racine, puisqu’il existe un gradient de
concentration en plomb dans les tissus a partir de I’apex, qui est la zone la plus concentrée
(Tung and Temple, 1996b; Sereginet al., 2004). 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 absorbant le plus de plomb (Wierzbicka, 1987; Tung and Temple, 1996b; Sereginet al.,
2004). Cette région apicale correspond également a la zone ou le pH rhizosphérique est le
plus bas. Ce pH bas favorise la solubilit¢é du métal et conduit a une élévation locale de la
concentration en plomb dans la solution du sol. Au niveau moléculaire, le mécanisme de
pénétration du plomb dans les cellules du rhizoderme n’est toujours pas encore connu. Il
semblerait que le plomb puisse rentrer par plusieurs voies d’acces, notamment des canaux
ioniques et/ou des transporteurs ioniques. Le plomb profiterait de la non-spécificité de
certains de ces canaux/transporteurs et de la trés forte différence de potentiel membranaire,
pouvant dépasser -200 mV dans les cellules du rhizoderme (Hirschet al., 1998), pour diffuser
a Pintérieur de la racine. L’absorption du plomb est donc une absorption passive, mais
nécessite une dépense énergétique de la cellule pour maintenir ce potentiel trés négatif. Le
maintien de ce potentiel s’effectue notamment par I’excrétion de protons dans le milieu
extérieur, via des pompes H+/ATPase. Dans des blés traités au plomb, I’utilisation de
vanadate, un inhibiteur de ces pompes, a permis de limiter fortement 1’absorption de ce métal
(Wanget al., 2007b). L’inhibition de I’absorption racinaire du plomb par le calcium est un
phénomeéne connu depuis longtemps (Garland and Wilkins, 1981) et qui semble commun a
toutes les especes végétales. Huang and Cunningam (1996) ont, les premiers, évoqué le
passage potentiel du plomb via des canaux calciques. De fagon plus générale, 1’ajout
d’ionsCa2+, Mg2+ou K+, dans le milieu extérieur, inhibe significativement la pénétration de
plomb dans les racines de riz (Kim et al., 2002).

% Le plomb dans la racine et sa translocation vers les parties aériennes :

Une fois pénétrée dans le systéme racinaire, la trés grande majorité du plomb va y rester
(Huang and Cunningham, 1996; Huanget al., 1997). Bien qu’il existe quelques espéces
capables de transférer de grandes quantités de ce métal vers les parties aériennes, la racine
agit comme une barriére trés efficace contre les mouvements du plomb a I’intérieur de la
plante. Ce phénomene de barriére n’est pas commun a tous les ETM, et son intensité est tres
spécifique au plomb

11.2.2.2 Effets généraux du plomb sur les plantes :

11.2.2.2.1 .Effets sur la germination et la croissance :
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A TD’échelle macroscopique, le plomb entraine des effets néfastes sur les plantes. En
premier lieu, la germination est fortement inhibée par les ions Pb2+a de trés faibles
concentrations (Mishra et al.,1998; Tomulescu et al.,2004). De plus fortes doses conduisent a
une inhibition totale de la germination chez les especes végétales, comme le haricot
(Wierzbicka et al. 1998). Le plomb réduit également fortement le développement de la
plantule et des radicelles (Mishra et Choudhuri, 1998). Un traitement a de faibles
concentrations en plomb inhibe la croissance des racines et des parties aériennes
(Makowski et al.,2002; An, 2006). Cette inhibition est plus importante pour la racine, ce
qui peut étre corrélé a la plus forte teneur en plomb de cette derniere. (Obroucheva et al,
1998) .L’accroissement de biomasse végétale est diminué par de fortes doses de plomb
(Xiong et al.,2006). Sur de longues durées, les traitements au plomb, méme a des doses non
-létales, peuvent conduire a I’apparition de nécroses au niveau des apex racinaires et
des feuilles, ainsi que des chloroses foliaires (Liu et al.,2000). L’ensemble des
perturbations macroscopiques observées est la résultante :
v De [linteraction du plomb avec les différents composants cellulaires
et les macromolécules (protéines, ADN...).
v' De la perturbation de nombreux processus physiologiques comme la régulation
du statut hydrique, la nutrition minérale, la respiration ou la photosynthese.

11.2.2.2.2 Effet sur la nutrition minérale :

Le plomb affecte également la nutrition minérale, en perturbant le prélévement et le
transport des nutriments par la plante, tels que Ca, Fe, Mg, Mn, P et Zn en bloquant
leur entrée ou en se liant a eux, les rendant indisponibles pour les plantes
(Xiong, 1997). Burzynski (1987) a montré que la présence de plomb entrainait une
diminution du contenu en potassium dans tous les tissus du concombre, ainsi qu’une
diminution du calcium dans les cotylédons et 1’hypocotyle, mais aussi du fer dans les
racines. Le plomb affecte aussi le métabolisme azoté en diminuant le prélévement de
nitrate et en perturbant le fonctionnement du nitrate réductase (Seregin et Ivanov, 2001).

La présence de plomb dans le milieu extérieur induit une compétition avec les ions
minéraux au niveau des transporteurs cellulaires altérant la perméabilité membranaire et
induisant une carence en éléments nutritifs dans les plantes (Haussling et al.,
1988; Marschner, 1995).

11.2.2.2.3 Effets sur les protéines :

L’action du plomb sur la concentration totale en protéine n’est pas claire, bien que de fortes
concentrations puissent diminuer le pool protéique (Saxena et al, 2003; Mishra et al, 2006).
Cette diminution quantitative de la teneur en protéines totales apparait comme la
résultante de plusieurs conséquences de 1’action du plomb Modification de 1’expression
génique (Kovalchuk et al.,2005) et augmentation de I’activité ribonucléasique (Jana et al.,
1982; Gopal et al., 2008).

e Stimulation de I’activité protéasique (Jana et al, 1982).

e Diminution de la teneur en acides aminés libres (Xiong et al.,2006).Particuliérement
sensibles a 1’action des ERO,Les protéines les plus touchées sont celles
comportant un groupement sulphydryle (-SH), comme c’est le cas pour
de nombreuses enzymes et protéines de transport (Stadtman et Levine, 2000)

10
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11.2.2.2.4 Effet sur la Photosynthese :

Chez les plantes, 1’exposition au Pb conduit a une forte inhibition de la photosynthése, du
rendement photosynthétique, et a une limitation du taux d’assimilation de CO2. Le
rendement photosynthétique, trés sensible, peut chuter de plus de 50 % (Bazzaz et al., 1975;
Poskutaet al.,1987). Cette inhibition s’explique par la diminution des teneurs en
chlorophylles et en caroténoides généralement constatée (Chen et al 2007; Gopal et al
2008). La chlorophylle b semble plus sensible que la chlorophylle a (Wozny et al1995;
Vodnik et al1999). Toutefois, ces effets varient en fonction des especes végétales.

Les mécanismes de réduction de la teneur pigmentaire sont, en partie, €lucidés. Le
plomb induit Pactivité chlorophyllase dans les feuilles (Drazkiewicz, 1994), mais le
mécanisme principal semble étre I’inactivation de la synthése de ces pigments. Le
plomb interagit a ce niveau de deux fagons : (i) d’une fagon directe, en se substituant
aux ions divalents liés aux métallo-enzymes. C’est notamment le cas avec 1’6-
aminolevulinate déshydratase ou ALAD qui est a la base de la synthése des chlorophylles et
dont I’ion Zn2+ est remplacé par Pb2+; (i1) d’une fagon indirecte, en induisant une carence en
ces ions divalents. Il est, par exemple, admis que les chloroses foliaires sont généralement le
signe d’une carence en fer indispensable a la syntheése des chlorophylles (Foy et al1978). le
plomb induit des déformations dans les structures des chloroplastes, plus sensibles que
les mitochondries (Weryszko Chmielewska et al 2005; Islam et a2007) Il provoque
également un changement dans la composition des lipides de la membrane chloroplastique
(Stefanov etal1995), Le plomb, en induisant une fermeture des stomates, limite
considérablement les flux gazeux entre les feuilles et le milieu extérieur. Cette limitation
du flux de CO2 entrant est considérée comme la cause principale de la forte réduction
de la fixation du CO2observée (Bazzaz et al1975; Parys et al1998).

11.2.2.2. 5 Action sur les activités enzymatiques :

Le plomb peutinhiber [D’action de certaines enzymes, notamment celles qui
possedent un groupement —SH, ce dernier présentant une forte affinit¢é pour le plomb.
Dans la plupart des cas, I’inhibition se fait par interaction du plomb avec ce groupement qui
est indispensable pour I’activité et le bon fonctionnement des enzymes, ou en remplacant un
autre élément comme le Fe dans leur site actif mais aussi en modifiant leur structure
(Hall 2002). Le plomb affecte donc la conformation de nombreuses enzymes et les
empéchant de fonctionner convenablement (Seregin et Ivanov, 2001).

Parmi les enzymes fondamentales qui peuvent étre inhibées par le plomb, se
trouvent des enzymes impliquées dans la biosynthése de la chlorophylle ou bien la
RUBISCO qui permet la fixation du CO2(Seregin et Ivanov, 2001 ; Patra al 2004).
L’inhibition de ce type d’enzyme entraine une forte perturbation de la photosynthése

I1.2.3 Différentes utilisations du plomb :

La présence généralisée du plomb dans I’environnement est essentiellement due aux
activités humaines. Cette origine anthropique est multiple car les utilisations passées
ou présentes du plomb sont trés nombreuses.

« Activités métallurgiques
: Elles comprennent la métallurgie de premicre fusion lors de laquelle le minerai de
plomb subit différents traitements afin d’extraire le plomb et les autres métaux. Il
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existe aussi la métallurgie de 2eéme fusion ou recyclage, qui consiste a obtenir du
métal par la récupération de déchets contenant du plomb.
¢ Production d’essence au plomb

.Le tétra-éthyle de plomb (Pb(C2HS5)4) était le principal constituant des agents
antidétonants ajoutés a 1’essence, pour augmenter le taux d’octanes. Cette utilisation
est interdite depuis le lerjanvier 1996. Avant son interdiction, le plomb utilisé dans
I’essence représentait  la majeure partie du plomb disséminé, a cause des émissions de
fumées.

% Protection contre les radiations

Du fait de sa densité importante, le plomb est utilisé pour la protection contre le
rayonnement y.

% Accumulateurs.
Les batteries au plomb sont constituées de 2 électrodes, une positive (PbO2/PbSO4)
et une négative (Pb/PbSO4) immergées dans une solution d’acide sulfurique
(H2SO4). Une batterie contient environ 8,6 kg de plomb. Les batteries restent la

principale utilisation du plomb actuellement.

% Munitions (cartouches et grenailles de plomb) et lest de péche. Des études
(Baron, 2001) ont montré que cette utilisation était responsable du saturnisme
des oiseaux. De plus, cela entraine la dispersion d’environ 8000 t.an-1, dont les
3% sont dus a la chasse (BRGM, 2004).

¢ Peintures, pigments, appreéts.
La cérusite ou blanc de plomb ont été utilisés dans les peintures pendant pres de 2000
ans. Le plomb a également été utilis€ comme composante de nombreux pigments en
peinture. Le minium Pb304 est appliqué sous forme d’une couche anti-rouille sur de
I’acier (interdit désormais comme peinture pour la coque des navires : submarine).
Le stéarate de plomb (Pb(C17H35C0OO0)2) et l’acétate de plomb (Pb(CH3CO-0)2) sont
ajoutés a la peinture ou aux vernis comme dessiccateurs. L’utilisation dans les peintures est
arrétée depuis 2002.

% Verre et cristal.
Le plomb est utilisé pour abaisser la température de fusion et pour assurer une
meilleure transparence. Une fois que le plomb est relaché dans I’atmosphere, il
peut traverser des milliers de kilomeétres, surtout si les particules sont submicroniques
ou s’il est sous forme de composés organiques volatils.

+»» L’alimentation;
le plomb provient des procédés de stockage et de fabrication (conserverie) et des
boissons. et les canalisations d’eau potable. (Czernichow, 2006).
Le plomb trouvé dans les sols wurbains vient des habitats anciens
(peintures, chauffage au fuel...) ainsi que des émissions de fumées automobiles. Celui
trouvé dans les sols ruraux vient plutdt des activités industrielles (production de
batteries,...), des munitions pour la chasse, des manufactures et des min

12

——
| —



Chapitre I : synthese bibliographique.

I11. stress oxydatif

I11.1. Le stress oxydatif chez les plantes

¢ Définition :
Le stress oxydatif a été défini par Sies (1997) comme une perturbation de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants, en faveur des premiers, conduisant a des dommages
potentiels Le stress oxydatif est la conséquence de :
- la diminution du niveau des antioxydants et/ou
- Paugmentation de la production d’ERO Le plomb et les plantes

Le stress oxydatif chez les plantes fait 1’objet detrés nombreuses revues bibliographiques
(Bartosz, 1997; Bolwell and Wojtaszek, 1997; Van Breusegem et al.,2001; Potters et al.,
2002; Schutzendubel and Polle, 2002; Blokhina et al., 2003; Apel and Hirt, 2004; Foyer and
Noctor, 2005a; Pitzschke et al., 2006; Wormuth et al., 2007) et de plusieurs livres (Inze and
Montagu, 2001; Smirnoff et al., 2005). Ainsi,

I11.2. Origine du stress oxydatif :

Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogene d'agents
Prooxydants d'origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs prooxydants (Tabac, alcool, médicaments, rayons
ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Magder, 2006)

I11.3. Stratégies développées par les végétaux pour la défense au stress métallique
I11.3. 1. Détoxication des espéces réactives d’oxygene (ERO) :

La lutte contre les effets déléteres des ERO est assurée par des systemes de défense
variés, chargés de les capter et de les neutraliser, mais aussi d’éliminer et remplacer les
molécules endommagées. Ces systemes de défense sont présents dans le cytosol, mais
également dans les différents organites, tels que les chloroplastes (Asada, 2006),
les mitochondries (Moller et al 2007) et les peroxysomes (Del Rio et al, 2006).

a) Systeme antioxydant Les antioxydants ralentissent ou inhibent 1'oxydation d'un
substrat, tout en étant présents a faible concentration par rapport a ce substrat
oxydable. Méme si ces stratégies antioxydantes sont essentielles a la survie de
I’organisme, elles sont néanmoins coliteuses en énergie, le potentiel antioxydant
global peut €tre enzymatique ou non enzymatiques.

b) Antioxydants enzymatiques Trois activités enzymatiques clefs occupent une
place centrale dans les mécanismes de détoxication des ERO : il s’agit des
catalases (CAT), des peroxydases (POD) et des superoxyde dismutases (SOD).Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de
I’anion superoxyde *O2-et du peroxyde d’hydrogéne H202conduisant finalement a
la formation d’eau et d’oxygeéne moléculaire.

c¢) Les catalases (CAT) sont contenues dans les peroxysomes et dans le
cytosol. Elles agissent en synergie avec les SOD puisque leur rdle est de
catalyser la réduction du  peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene
moléculaire selon la réaction suivante (Noctor etFoyer1998)2H202 2H20 + 02

d) Les peroxydases (POD) : permettent, comme les catalases, la réduction de
H202 en eau et en oxygene moléculaire.
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Cependant, a la différence des catalases, les POX nécessitent la présence d’un substrat
particulier pour réaliser leurs activités. Deux types principaux de « molécules
antioxydantes » sont utilisés comme substrat par les peroxydases :

e) Les caroténoides : Les caroténoides sont des pigments végétaux lipophiles, ils
jouent le rdéle de pigments accessoires de 1’antenne collectrice des
photosystetmes. En  dehors de cette implication dans le  processus
photosynthétique, les caroténoides participent a la protection de I’appareil
photosynthétique contre les ERO (Asada, 1994; Miller et al., 1996).

En effet, ces pigments possedent la capacité de capter ’énergie de la chlorophylle triplet ou
de 1’oxygene singulet (Telfer et al., 1994; Mozzo et al., 2008).

La capacité de transfert d’énergie des caroténoides vers le dioxygene étant faible, ces
pigments retrouvent leurs états initiaux en perdant leurs énergies sous forme de
chaleur. Le mécanisme captage d’énergie/perte d’énergie par chaleur peut également
directement s’effectuer a partir de la chlorophylle singulet (Demmig-Adams et Adams, 1996)

II1.4. .Mécanismes de tolérance au stress métallique

I11.4.1. Détoxication et chélation du plomb

Seules les plantes qui ont développé des mécanismes de tolérance peuvent survivre a
un environnement contaminé. Elles développent en général deux grands types de
stratégies, le mécanisme le plus répandu est 1’évitement du stress métallique par exclusion,
qui se fait par fixation du métal sur la paroi cellulaire et la séquestration ou bien par
sécrétion de chélates.

Ceci a pour but de limiter au maximum le prélévement par les racines, mais également de
limiter un éventuel transport des racines vers les parties aériennes.

De nombreux auteurs suggerent que cette restriction a lieu grice a I’endoderme, qui
fonctionne comme une barrieére au transport radial du plomb dans la racine,et de ce fait
restreint son mouvement vers les organes supérieurs  (Seregin et Ivanov, 2001). Pour
(Kopittke et al., 2007).Une deuxieme stratégie est donc mise en place par les plantes,
qui consiste a détoxiquer le plomb qui a pénétré dans le symplast.

La tolérance au stress métallique dépendra donc de [Defficacit¢ des mécanismes
internes qu’elles mettent en place. Ces mécanismes peuvent étre (Patra et al., 2004 ; Do
Nascimento et Xing, 2006):

-la séquestration des métaux grace a des composés organiques spécialement synthétisés
-la  compartimentation dans certains compartiments cellulaires (tels que les
vacuoles)

-la détoxication grace a aux systemes antioxydants et la sécrétion des chélates

I11.4.2. Stratégie d’évitement et de séquestration :

Afin de contrer les effets déléteres induits par la présence de plomb dans leur milieu
de culture les plantes ont mis en place deux types de stratégie. La premicére est
I’évitement qui consiste : 1) a accumuler le plomb dans I’apoplasme et/ou 2) a le
séquestrer rapidement dans les vacuoles. (Yang et al., 2005; Clemens, 2006).

Dans la deuxiéme stratégie, les structures intracellulaires sont exposées au polluant
mais sont peu affectées du fait de caractéristiques particulieres qui leur permettent de tolérer
des teneurs élevées en Pb. Ces mécanismes peuvent correspondre a une tolérance constitutive
(Brunet, 2008).A la surface des racines, les ions Pb2+se lient aux groupements carboxyles
des acides uroniques du mucilage sécrété par les cellules racinaires. Ainsi, celui-ci
forme une barriere protectrice du systeme racinaire (Morel et al., 1986).
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Dans les parois cellulaires, le Pb peut se lier aux groupements carboxyles tels que 1’acide
galacturonique et 1’acide glucuronique . Ces différentes liaisons immobilisent
efficacement le Pb dans 1’apoplasme. Si les sites apoplastiques de fixation du Pb ne
sont pas suffisamment nombreux, I’élément peut intégrer le symplasme. Les cellules des
tissus concernés le séquestre dans des vacuoles (Antosiewicz et Wierzbicka, 1999) et le
rendre ainsi inactif.

Le plomb entrant dans les cellules sous forme ionique est rapidement 1lié a des
chélateurs internes tels que le glutathion ou les phytochélatines. Du Pb est retrouvé
sous forme de dépots et d’agrégats dans les vacuoles (Wierzbicka et Antosiewicz, 1993;
Meyers et al., 2008).

La vacuole est en effet considérée comme le lieu principal de stockage du plomb
(Tong et al., 2004). Selon Wierzbicka et Antosiewicz (1993), ces vacuoles peuvent en
effet contenir plus de 96% du métal. Ceci permet de diminuer considérablement la
quantité de métal dans le cytoplasme, compartiment cellulaire a forte activité métabolique.

111.4.3. Chélation et transport du plomb

Des ligands spécialement synthétisés en cas de stress métalliques sont capables
de selier au plomb une fois dans le cytoplasme, pour former des
complexes stables, qui peuvent ensuite &tre séquestrés dans les vacuoles. Les
plus connus sont des protéines telles que les métallothionéines ou les
phytochélatines, ainsi que des acides organiques de faible poids moléculaires.(Yang
et al.,2005)

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 entrés dans la cellule, ces
éléments peuvent étre chélates ou non a des molécules comme le GSH ou les
PCs et sont pris en charge dans le symplasme ou stockés dans des vacuoles
grace a d’autres transporteurs, tels que des CDF, des antiports cation/H+ et des
transporteurs ABC (Cecchi, 2008).

Certains  éléments  métalliques  pourront  ressortir  des vacuoles grace
aux transporteurs NRAMP et ainsi €tre remis en circulation dans le symplasme
ou bien étre exportés a D’extérieur de la cellule via certains
transporteurs ABC et CDF. La localisation des ions métalliques est dépendante de
leur nature, spécifique de I’espece végétale et varie donc suivant la teneur en chacun
des transporteurs dans les cellules. Ceci se traduit par différents mécanismes de
tolérance mis en place par les plantes (Cecchi, 2008)

I11.4.4. Autres systemes de défense au stress métallique :

D’autres mécanismes agissant contre les effets néfastes des métaux lourds peuvent étre
mis en ceuvre chez les plantes :

* Des transporteurs membranaires, de type pompe ATPasique, spécifiques sont
présents pour réaliseraient un efflux actif des ions métalliques a D’extérieur des
cellules (Briat et Lebrun, 1999).

* L’accumulation des métaux dans les feuilles agées, juste avant leur abscission
diminuerait ainsi les concentrations métalliques dans la plante. En général, la
concentration dans les feuilles augmente avec 1’age. Chez Arméria maritima, dans les
feuilles marron (les plus agées), les concentrations en Cu, Cd, Zn et Pb sont 3 a
8 fois plus de celles des jeunes feuilles (Dahmani-Muller, 1999). Cette observation
suggere un transport interne depuis des feuilles vertes, encore actives d’un point
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de vue photosynthétique, vers les feuilles qui sont sur le point de tomber,
préservant ainsi la photosynthése tout en détoxiquant la plante. (Salt et al., 1995).

* Les protéines de choc thermique (Hsp), déja réputées pour leur implication dans

le stress li€ a un choc thermique, seraient également responsables de la tolérance

aux métaux toxiques. En effet, des stress trés variés, ayant en commun de
dénaturer les protéines (stress protéotoxique), sont capables d'induire cette réponse

de type « choc thermique ». L'induction des HSP  par le stress
protéotoxique permet a la cellule de réparer les dommages protéiques
ainsi  occasionnés par  resolubilisation  des agrégats, renaturation des
polypeptides ou, si cela est impossible, par I'engagement des protéines dénaturées

vers les voies de dégradation. Ainsi, les résultats obtenus sur des cellules de
tomate ont établi que l'action d'H202 induisait la synthése de protéines de choc
thermique (Banzet et al., 1998).

* La biosynthése d’éthyléne dans les racines et les feuilles est provoquée par certains
métaux, comme le cadmium. L’éthyléne serait alors un messager stimulant la
lignification capable de limiter les flux de métaux dans les systemes vasculaires et
accélérant la réponse anti-oxydante par induction de I’activité ascorbate
peroxydase, ainsi que la syntheése des métallothionéines (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999).

IV. La phytoremédiation
1V.1. Définition et techniques de phytoremédiation

Connue sous le nom de phytoremédiation « phyto » = plante et « remedium » =
rétablissement de I’équilibre, remédiation, la phytoremédiation est définie comme 1’utilisation

de plantes pour extraire ou transformer les polluants organiques et  aussi
inorganiques (plus particulierement les métaux lourds) (Salt et al., 1998)

IDDes mécanismes addinfs. ..

FrrgaoOogrod 8t

Cventucliico—ent en
5 B acanciavie
- _— : = - t -,,\-..‘.xi_n-o.} cnl avec
WA e g Y de lar & + o
> - - SC KO cmogoia o
: - ) - -
v Ve clarsigqus
Fhrytcsciatioation
- " - - Lo TS Bl 0 S
<
® Fodatare -
-
- -
-
-» -

Ptrpicetal; Sratinn Fiatastrmidstion

Figure(01) : Les principales techniques de phytoremédiation (Pilon-Smits, 2005).
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IV.2. Nécessité de la dépollution

Les risques écotoxicologiques de la contamination par les métaux lourds dans les sols, les
ruisseaux et les eaux souterraines sont un grand probléme de I’environnement et la santé
humaine (Martin, 1998). Recourir a des techniques industrielles peut étre utilisé efficacement
pour nettoyer des sols contaminés mais la plupart de ces techniques exigent une technologie
performante et sont par conséquent seulement cheres et convenables pour des petites régions
pollués (Moffat, 1995). Ces derniéres années, le développement de techniques efficaces pour
décontaminer les sites pollués est devenu indispensable. L’une d’elles la
phytoremédiation, exploite les propriétés de certaines plantes a accumuler de grandes
quantités de métaux lourds (Prabha et al., 2007).

1V.3. Concept de La phytoremédiation :

La phytoremédiation est une technique de réhabilitation environnementale qui utilise les
capacités des plantes pour éliminer, contenir, ou rendre moins toxiques les polluants.
L’idée d’utiliser les plantes pour la réhabilitation environnementale est ancienne, puisqu’il y a
300 ans les hommes utilisaient déja les plantes pour le traitement de 1’eau. Cependant, ce n’est
que récemment que l’utilisation des plantes pour la réhabilitation des sols a pris son
essor (Baker et Brooks, 1989; Salt et al., 1995).

La plante est en effet un systéme biologique de pompage et de filtration, actionné par le
soleil, qui a des capacités inhérentes de chargement, dégradation et engorgement. Les
racines peuvent trouver, altérer et « transloquer » ou déplacer des éléments et des composés
contre des gradients chimiques importants. Les surfaces des racines supportent des bio-films
bactériens actifs et des extensions fongiques qui augmentent significativement la
surface de contact avec le sol et les capacités métaboliques de la plante. Au cours de
I’évolution, les plantes ont développé des mécanismes pour s'adapter et se multiplier
dans des conditions hostiles(Kirpichtchikova, 2009).

Certaines plantes ont adopté des mécanismes racinaires qui permettent d’immobiliser les
métaux au niveau des racines et de diminuer leur transfert vers les feuilles ou les métaux
seraient toxiques. D'autres plantes ont développé des mécanismes complexes pour
tolérer, absorber et accumuler dans leurs tissus des quantités significatives de métaux. Les
techniques de phytoremédiation apparaissent alors comme des méthodes alternatives ou
des méthodes complémentaires aux méthodes conventionnelles, moins colteuses, plus
extensives et plus respectueuses de 1’environnement.(Kirpichtchikova, 2009).

V. La Phytoextraction

C’est I’utilisation de végétaux (hyper)accumulateurs qui vont absorber les métaux ou
métalloides du sol par les racines et les accumuler dans les organes récoltables (feuilles, tiges
et racines)(McGrath, 1998). Les métaux lourds vont se complexer avec des acides
organiques ou des acides aminés synthétisés par la plante. Les métaux lourds sont
ensuite récupérés en incinérant ou compostant la biomasse de plante (Remon, 2006).

V.1. Avantages et limites de la technique de phytoremédiation :

La technique de phytoextraction présente de nombreux intéréts, d’ordre
environnemental et économique. En effet, ’activité biologique et la structure des sols
sont maintenues apres le traitement. En plus, le colt de la technique est bien moindre que
celui de procédés traditionnels in situ et ex situ et varie selon les contaminants. D’autre
part, les plantes permettent de conserver un paysage agréable (reverdissement et
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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 réutilisée (Kumar et al., 1995; Blaylock et Huang, 2000; Garbisu et
Alkorta, 2001).
D’autre part, les métaux lourds peuvent aussi &tre récupérés et réutilisés. Enfin, cette
technique biologique est facilement acceptée par le public dans le contexte de la
préservation de D’environnement, du développement durable, et dans 1’aspect
esthétiquement plaisant de son application

VI. L'acide phytique

VI.1. Structure chimique et localisation

L’ AP est un constituant des plantes qui représente 1 a 5 % du poids sec des grains de céréales,
de plantes oléagineuses et des Iégumineuses. C'est une forme organique de phosphore dont la
Nomenclature chimique est le myo-inositol 1, 2,3, 4, 5,6-Hexakisphosphate (InsP6) et de
formule brute C6H18024P6

H,0,PO 1

Figure(02) : Structure chimique de I’acide phytique .Acide phytique: myo-inositol
Hexakisphosphate (InsP6)

VI.2. Aspects physico-chimiques

L’acide phytique ou acide myoinositol hexa-phosphorique (IP6) est un composé d’un radical
inositol estérifié par 6 radicaux phosphate eux-mémes impliqués dans des liaisons avec les
cations. C’est un composant essentiel des graines (céréales et 1égumineuses), généralement
classé avec les fibres pour les implications nutritionnelles. Toutefois, il est clairement
démontré que ce sont les phytates, plus que les fibres (celluloses, hémicelluloses, pectines,
etc.) qui sont responsables des problemes de disponibilité minéraux, notamment Ca, Mg, Zn,
Fe, Cu (revue de Pointillart et Guéguen 1992). Chez le porc, la maladie du son (ostéofibrose
avec atrophie du groin) ainsi que le para kératose (carence en zinc pouvant étre liée a une
consommation excessive d’issues de céréales) (Oberleas et al 1962) constituent des exemples
historiques des effets d’un exces de P phytique alimentaire Sur I’indisponibilité des minéraux
d’intérét nutritionnel. La molécule présente une teneur élevée en P (28,2%) et ses 6 radicaux
acides phosphoriques ont une affinité variable pour les divers cations. Ref
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VI.3. Métabolisme

L’acide phytique représente a la fois une réserve de phosphore et de glucide qui seront utilisés
par la plantule lors de la germination .Dans ce cas, I’acide phytique doit étre hydrolysé pour
libérer les ortho phosphates et 1’inositol, I’enzyme (ou les enzymes suivant les espeéces
végétales) responsable étant une acide phosphatase particulicre, la phytase, (EC 3138). ). La
déphosphorylation de 1’acide phytiquelP6) aboutit a de 1’inositol-5 phosphates(IP5),-4
phosphates (IP4),-3 (IP3),-2, (IP2),-1 phosphate (IP1), les 3 derniers produits étant
susceptibles de passer la barriere intestinale (I’inositol-3-phosphates, IP3, est un médiateur
biochimique cellulaire connu). Dans les graines, la qua si totalit¢ de I’acide phytique est
constituée d’inositol-6 phosphates mais la trituration, le broyage, I’humidification, peuvent
amorcer I’hydrolyse, au moins chez les graines a forte activité phytasique, et parfois des
proportions significatives d’inositol phosphates (ref)

VI1.4. Facteur antinutritionnel et probléemes environnementaux:

Le phytate représente la forme majeure de stockage du P dans les plantes et principalement
dans les grains de céréales qui sont aussi les principaux ingrédients utilisés en alimentation
animale.Cependant, I'AP posséde de nombreuses propriétés anti-nutritionnelles pour les
animaux monogastriques comme pour les humains. D’une part, ’AP a un effet chélateur
puissant a différents cations tels que Ca?P+P, Mg?P+P, Zn?P+P, Fe?P+Pce qui entrave leur
disponibilité et contribue a des carences minérales (Maga et al ., 1982; Raboy, 2009; Veum et
al., 2009).Aussi, des interactions entre I’AP et les protéines, lui conferent des propriétés
d'inhibition enzymatique, (Harlandet Morris, 1995) spécialement I’a-amylase, ce qui empéche
la digestion de I’amidon

Phytic acid

~a H(l)

- =0

Fig(03) : Structure de 1’acide phytique représentant les six phosphates avec les différentes
possibilités d’interagir tant avec des cations métalliques qu’avec des résidus des protéines
(Parra, 2001)
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VLS. La teneur AP dans divers aliments :
D’aprés un article de la revue Getreid Mehl and Brot DES Années 1990
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Figure(04) : La teneur AP dans divers aliments

D’apres un article de la revue Getreid Mehl and Brot DES Années 1990
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I. Matériel et méthodes :
Le chapitre Matériel et méthodes décrivant les procédures expérimentales mises en ceuvre
pour I’évaluation de I’effet du plomb et acide sur la plante de 1’orge, ainsi que 1’effet
d’atténuation de la toxicité des métaux lourds par 1’acide phytique.
I.1. Le matériel végétal et condition de culture :

I.1.1. Matériel végétal :
La variét¢ de I’orge (Hordeum vulgare cv. Saida) constitue la base de I’alimentation
algérienne d’ou leur grande consommation. Les graines sont fournies par ITGC de Saida. Le
choix de cette plante revient a leur haut rendement et sa résistance a divers contraintes. Les

parametres phénologiques, les parametres morphologiques et le degré de tolérance aux stress

abiotiques sont dans le tableau ci-dessous :

Variéte Origine Caracteristigues Caractéristigues Resziztance aux maladies ef aux
Aagronsmigues et techmologigues differentes conditions chimatigues
culturales
Fowlles : movennement
SAIDA Vanete d'orge | Fendement éleve PMG : aleve senzible
locale (elle oocupe 72% Mitadmage : Ordwim : tras sensible
du =0l semensier résistante Fasistante 3 la sécherezse af au
de I'orze) frond
(INEAA, 2008)

Tab.03 : les caractéristiques agronomiques de la variété de 1’orge Saida.

I.1.2. Condition de I’essai et traitement :

L’essai a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie végétale de département de biologie
et le laboratoire de chimie de la faculté des sciences (I'université de Saida).

Les graines sont sélectionnées et désinfectées par I’hypochlorite de sodium a 2% pendant
S min pour éliminer toute contamination fongique puis rincée rigoureusement et
abondamment a 1’eau distillée 3 a 4 fois pendant Sminutes puis séchés avant la mise en
germination Figure (1). Elles sont ensuite, mises a germés dans des boites de pétri sur des
papiers filtre (10 graines par boite), pendant 5 jours dans I’étuve a température 20c®. Apres,

les plantules (stade de la premiere feuille apparue) ont été transplantés dans des pots en

plastique remplis avec la méme quantité de substrat (2/3 terreau et 1/3 sable). Ces plantes sont
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traitées par un métal lourd (plomb) et I’acide phytique et arrosé par solution nutritif, a raison
de quatre concentrations différentes :

Lot 1 : 1% d’acide phytique

Lot 2 : 2% d’acide phytique

Lot 3 :2 % d’acide phytique + 2Mm du plomb

Lot 4 : 2mM du plomb

Lot5 : lot témoin (eau distillée)

Figure (05) : la germination dans les boites de petri

a. le substrat :
Le substrat utilisé est constitué du mélange du sable et de terreau industriel a des proportions
respectives de 1 volume de sable avec deux volumes de sol. Avant d’utiliser le sable, il doit
subir plusieurs opérations de préparation, en premier lieu il a été¢ tamisé avant d’éliminer les
débris végétaux et animaux pour obtenir du sable fin, puis rincé abondamment a 1’eau de
robinet, ensuite trempé dans une solution de HCI diluée dans I’eau distillée de 1/5 pour
éliminer les sels (chlorures, les carbonates ), le sable est ensuite rincé plusieurs fois par 1’eau

distillée, et séché a I’air libre (Figure.06).

Figure(06) : préparation de substrat

(Mélange de 2 /3 terreau et 1/3 sable)
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I1.2. Récolte et préparations des plantes pour les analyses ultérieures :

Les plantes sont récoltées aprés 20 jours de traitements. Une fois débarrassées de leur
substrat, les racines sont rincées dans 1’eau distillée, puis séchés sur du papier filtre. Pour
chaque plante, la partie aérienne (les feuilles et les tiges) et la partie souterraine (les racines)

sont séparés pour doser chacun a part.

I1.3. Parametres étudiés :
Les parametres morphologiques des plantes (nombres des feuilles et racines, hauteur de partie
aérienne et racinaire, longueur des feuilles) ont été réalisés chaque semaine de I’exposition de

plomb et I’étude des parameétres physiologiques ont été réalisés a la fin de 1’expérimentation.

I1.3.1.Parametres morphologiques :
I1.3.1.1. Pourcentage de germination :

C’est le pourcentage maximal de grains germés sur le nombre total de grains mis a germer,
elle s’exprime en pourcentage (%) selon la formule suivante. Rappelons que la germination
des grains est considérée positive quant les radicelles atteignent Smm de longueur (Kaur et

Duffus ; 1989).

NG

Taux de germination %= :
8 ° X100

NGG

NG: nombre de graines germées.
NGG: nombre de graines mises a germer.
I1.3.1.2. Vitesse de germination :

La vitesse de germination est déterminée par la formule suivante (Haddad, 2001) :

VG : (ngg 1 jour )/1+(ngg2éme jour ) /2 +..+(ngg néme jour)/n
VG : vitesse de germination.

Ngg : nombre de graines germées.
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Mesure des parameétres de croissance :

e Nombre moyen des feuilles :
Le nombre de feuilles de chaque plant a été déterminé a partir de la deuxieme

semaine durant I’expérimentation.

e Nombre moyen des racines :
Chaque graine qui a germé est retirée de la boite de Pétri puis le nombre de racines est
déterminé. Le nombre moyen de racines est établi pour chaque graine, pour chaque

condition de traitement et pour le temps de germination.
I1.3.2. Parametres biochimiques:

I1.3.2.1. Détermination des concentrations des pigments photosynthétique :

Les concentrations des chlorophylles a, b ont été évaluées en adoptant la méthode
donnée par Arnon (1949). Les mesures optiques ont été mesurées a des longueurs d’onde de

663 et 645 nm.

Les concentrations de ces pigments a été calculé selon les fiches de lichtentaler et

wellburn (1985)

e 0,5 g des feuilles coupés dans un mortier maintenu a la glace + une pincée de sable
stérilisée et une pincée de carbonate de calcium (CaCO3) pour neutralisée 1’acidité
du milieu

e L’ensemble est broy¢ avec 4ml d’acétone a 95 %

e Le broyat est centrifugé a 2500 t /5min

e 1ml de surnageant est prélevé + 4ml d’acétone a 95% (En agitant bien le mélange).

e La densité optique (Do) des extraits pigmentaires est lue respectivement a 645 et 663

nm

Les concentrations en mg/l de solutés des chlorophylles sont données par les formules

suivantes (Taffouo et al, 2008)

Cha=12,7-2,69x Ou:




Chapitre Il : matériels et méthodes

Chb=2299x-4,68y x : est ’absorbance de chlorophylle a 645 nm .

Ch (a+b)=20,21 x +8,02y y : est I’absorbance de chlorophylle a 663 nm .
I1.3.2.2. Détermination des concentrations des sucres solubles totaux :

Les sucres solubles sont dosés selon Dubois et al, 1956. L’absorbance et mesurée a

485nm

e 100 mg de racines ou feuilles mise dans des tubes a essai.

e [’extraction des sucres solubles se fait aprés macération du végétal dans de 1’éthanol
a 80 % (2ml) pendant 48 heures a 1’obscurité.

e Au moment du dosage, les tubes sont placés dans I’étuve a 80°C pour faire évaporer
Ialcool.

e Dans chaque tube, on ajoute 20 ml d’E .D a I’extrait (C’est la solution a analyser).

e Dans des tubes a essai propres, on introduit 1ml de phénol a 5%.

e Les tubes sont soigneusement agités.

e Ajouter a I’aide d’une pipette Sml d’acide sulfurique concentré 96%.

e Vortex, les tubes sont maintenus a 100°C pendant 5 min.

e Refroidir les tubes dans un bain glacé.

e Placer les tubes a I’obscurité pendant 30 min.

Les mesures d’absorbance sont effectuées a une longueur d’onde de 492 nm ou 480 nm.

La courbe d’étalonnage est réalisée selon 1’équation suivant : Y=39,94 X

I1.3.2.3. Dosage des protéines :
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Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford(1976), par comparaison avec une
gamme étalon réalisé avec le bleu brillant de Coomassie G250 comme réactif et le sérum

d’albumine bovine (BSA) comme standard.
Les absorbance sont lues a une longueur d’onde de 595nm
Le dosage s’effectue en 3 étapes:

1.Préparation de I’échantillon: (0.1g) de D’échantillon de chaque concentration est
broyé dans un mortier avec Sml d’eau distillée, puis filtré et versé dans des tubes avec 5

autres contenant de 1’eau distillée.

2. Préparation de réactif de Bradford: Pour préparer ce réactif, il faut prendre 0.1g de BBC
(Bleu brillant de Coomassie), lui ajouter 50ml d’éthanol a 95% puis le placer sur un
agitateur pendant 2 heures. Rajouter ensuite 100ml d’acide ortho phosphorique a 85% et

compléter a I’eau distillée jusqu’a 1 litre.
3. Préparation de la solution mere :
Solution mere de BSA (Albumine Sérum de Beeuf) a 1mg / ml dans de 1’eau distillée.

e BSA

Img

1 ml

e FEau distillée

Réalisation de la gamme détalonnage :

Tube a essai 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
H20 (distillée | 100 80 60 40 20 0
(ul)

BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
BSA (ng) 0 20 40 60 80 100

e Agiter les tubes par vortex.
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e Lecture des absorbance a une longueur d’onde de 595 nm  ——=> Coloration bleue.

0.8
0,7 -
0.6
0,5
0.4
0.3 -
0,2
0,1 -

DO 595nm

(1]} 0.2 0.4 0.6 0.8 1
[BSA] mg/ml

Figure (7) : La courbe d’étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines.

Dosage des échantillons :

e 100 pl du surnageant + 4 ml de BBC.
e Agiter les tubes par vortex.
e Lecture des absorbance a 595 nm

e Contre un blanc avec 100 ul d’eau + 4 ml de BBC

I1.3.2.4. Evaluation de la peroxydation lipidique (Dosage du MDA):

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud
avec I’acide thiobarbuturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur
rose entre deux molécules d’acide thiobarbuturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.




Chapitre Il : matériels et méthodes

Iz bo ndialds hyde [H]

(1 Dwa) Aide thiobarbiturigue

(AN (TEA)

SYN £ He NYsH
cove
oH oH
Dérivé MDA (TBA),
coloré en rose
Fig.07 : Principe du dosage du Malondialdéhyde.

Extraction :

e 1g de MF homogénéisé dans Sml de TCA 0,1 % dans un mortier maintenu a la glace
e Le broyat est centrifugé a 12000T /min

e [ e surnageant est récupéré pour le dosage du MDA et H202.

Détermination de la concentration des Malondialdéhyde (MDA) :

Iml de surnageant +1ml de TBA 0,5 % dans TCA 20%

Le mélange est incubé a 95% pendant 30 min

Refroidissement dans un bain glacé

Centrifugation a 12000T /min pendant 20 min

Mesurer 1’absorbance par spectrophotometre a 532 nm.
Calcul de la concentration

On calcule la concentration de MDA exprimé en nanomoles par milligramme de

protéines (nmol/mg prot) selon la formule suivante :
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DO . 106

e.x.L.Fd

= C: Concentration de MDA en nmoles/mg de protéines;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;

¢ : Coefficient d’extinction molaire du MDA, eMDA = 1.56 x 105 M-1 cm-1 ;
= L : Longueur du trajet optique = 1 cm ;

=y : Concentration du surnagent en protéines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution, Fd

I1.3.2.5 Détermination des concentrations de la prolines
La prolines a été dosée par la méthode de (troll et lindsley 1955, modifiée par monneveux
et Nemmar 1986).
Pour chaque échantillon. 100 mg de MF coupé en petites morceaux, introduit dans un tube a
essai + 2ml de méthanol a 40% 1’ensemble a chauffé ou bain marie a 85¢° pendant 60min
Les tubes sont fermés pour éviter la volatilisation de 1’alcool.
apres refroidissement, on préleve 1 ml d’extrait auquel est ajouté 1ml d’acide acétique
(CH3COOH), 1ml d’un mélange contenant (12ml d’eau distillée, 30ml d’acide acétique, 80ml
d’acide orthophosphorique (H3POy, densité 1.7)) et 25 mg de ninhydrine.
La solution et portée a ébullition pendant 30 min elle vire progressivement ou rouge
Apres referoidissement on ajoute Sml de toluéne a la solution, aprés agitation 2phase se
forme

v’ La phase inférieure sans proline

v' La phase supérieure qui contient la proline est récupérée et déshydratée par

I’adjonction de Na,SO,4 anhydre.

La densité optique est déterminé par un spectromeétre a la longueur d’onde 528nm

En fin les valeurs obtenues sont ensuite reporté sur la courbe étalonnage.

10
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La gamme étalon se fait par un mélange ( acide acétique, eau distillée, acide

orthophosphorique et ninhydrine).

L’équation permettant 1I’obtention de la courbe d’étalonnage est Y=0.027X

11
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Résultats : Atténuation du stress métallique par ’acide phytique :

L Evaluation des parameétres morphologiques :

L1. Taux de germination :

On a testé quatre concentrations de : (2mM Pb, 1%AP, 2% AP, 2mM Pb +2% AP) et un

témoin (eau distillée), la germination se fait dans des boites de pétri pendant 7 jours :

Tableau(5) : Influence de plomb et d’acide phytique sur le taux de germination des graines d’orges.

témoin AP 1% AP 2% (AP 2%+ Pb 2mM) Pb

taux de croissance | 100% 93,40% 92,52% 90,03% 76,66%
120% -
100% -
c
2
® 80% -
£
€
g 60% -
bo
()
T
x 40% -
=
©
|—
20% -
0%
témoin A.Ph 1% A.Ph2% (A.ph2%+pb Pb2mM
2mM)

Figure(09) : Influence de plomb et d’acide phytique sur le taux de germination des graines d’orges.

Le plomb a concentration élevée (2mM) provoque une légere diminution du taux de
germination. Tandis que le lot acide phytique plus le plomb, on remarque une amélioration

dans le pourcentage de germination et de croissance de 1’orge.
L.2. Vitesse de germination :

La vitesse de germination est déterminée par la formule suivante (Haddad, 2001) :

émy me

VG : (ngg 1 jour )/1+(ngg2  jour)/2 +....+(nggn  jour)/n
VG : vitesse de germination.

Ngg : nombre de graines germées.
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L’observation du graphe montre qu’il n’y a pas de différence remarquable dans la vitesse de
germination dans tous les lots testés. La valeur la plus élevée est enregistrée chez les plantes

témoin par rapport aux plantes traitées.

Tableau (06) : vitesse de germination des graines d’orge en fonction de concentrations testées.

Témoin AP1% AP 2% AP 2%+ Pb2mM |Pb 2Mm
V.G 23,49 20,66 18,77 19,38 20,66

25

20
c
2
I

E 15
g
(]

© 10
2
g
S

5

0

témoin A.Ph 1% APh2% A.Ph2%+2mm Pb2Mm

Figure. 10 : Vitesse de germination des graines d’orge en fonction des concentrations utilisées.
1.3. Nombre moyen des feuilles :

Durant I’essai, on remarque une petite diminution de I’espaces foliaire au niveau des plantes
trait¢ par AP 2%, mais concernant les autres lots testés et mémes les témoins ont une

croissance presque similaire.

Tableau (07) : Effet des différentes concentrations sur I’évolution de nombre des feuilles.

J1 J2 J4 J4 J5 Jé J7
témoin 0 0 0,33 0,86 1 1,3 2
pb 2mM 0 0,2 0,5 0,6 1 1,4 2,03
APH 1% 0 0,36 0.4 0,63 1,06 1,3 1,96
A,PH 2% 0 0,1 0,13 0,23 0,55 1,25 1,3
A,PH 2% +
PB 2mM 0 0,2 0,3 0,66 0,9 1,33 1,7

[ =)
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e témoin

=pb 2mM
A,PH 1%

= A PH 2%

| e A PH 2% + PB 2mMmM
ler jr2 eme3 eme4eme 5eme 6eme 7 eme

L L | | L

Figure(11) : Effet des concentrations sur I’évolution de nombre moyen des feuilles.

1.4. Nombre moyen des racines :

Le tableau 08 montre que le nombre moyen des racines chez les différents lots testés, les
racines ont un développement similaire alors on a conclu que le plomb n’a pas d’effet sur le
développement des racines. L’effet d’acide phytique plus le plomb n’a pas affecté la

croissance foliaire.

Tableau (08): Effet des différentes concentrations utilisées sur 1’évolution des racines en

fonction du temps.

ler jr 2 eme jr 3eme jr 4eme jr | Seme jr

Témoin 0,7 1,25 2,39 3,34 4,75
AP 1% 0 1 3,96 4,3 4,72
AP 2% 0 0,9 2,51 3,72 4,09
AP2%+ Pb 2mM | 0,23 1,39 2,78 3,51 4,24
Pb 2Mm 0 0,81 2,5 3 4,3

( ]

Lt )
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5
=@==Témoin

4
== A.Ph 1%

3
A.Ph 2%

== A Ph 2%+ Pb
2mM

' =3=Pb 2Mm
lerjr 2 eme jr3eme jr 4eme jr5Seme jr

Figure (12): Effet des différentes concentrations utilisées sur 1’évolution des racines en

fonction du temps.
II.  Evaluation des paramétres biochimiques :

II.1. Influence de D’acide phytique sur la synthése de pigments
photosynthétique :

600 -

ul

o

o
I

400 -
300 - Bch a
200 - Hmch b

100 - ch(a+b)
e RL

T Pb  AP1% AP2% AP+Pb

Teneur en pigments ug/g

o

Figure(13): Effet du Pb sur le contenu en pigments: chlorophylle (a), chlorophylle (b),
chlorophylle (a+b).

Les teneurs en chlorophylle a et b et at+b les plus faibles sont enregistrées au niveau du
traitement Pb (94.6 g/ ug pour la chl a et 16.4 pour la chl b et 110.8 pour la chl(atb).) et ceci
apres 20 jours de croissance. On note aussi une augmentation de la teneur en chl a et en chl b

dans les traitements AP+Pb et AP1% comparativement au AP2%. Bur--3-4zyinski, 1984 a
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souligné 1'effet inhibiteur de certains concentrations de plomb sur la biosynthése de l'acide y
aminolévulinique, le précurseur de la biosyntheése de la chlorophylle. Selon certains auteurs
Balsberg Pahlsson, 1989; Kumar et al., 199; Fargasova, 1994; Xiong, 1997; Bazzaz et Rolfe,
1975) le plomb inhibe la photosynthése et perturbe le transport des électrons a travers la
chaine photosynthétique. Il est a signaler que la croissance des jeunes plantules exposées aux
concentrations en nitrate de plomb est arrétée, 1'arrét de la croissance peut €tre expliqué par
lI'inhibition exercée par ce métal sur les enzymes et le métabolisme générale de la plante.
Plusieurs auteurs ont soulignés l'effet accélérateur du Pb sur l'oxydation cellulaire et
l'apparition des radicaux -OH libres et les peroxydes d'hydrogenes.

D’apres cette expérience nous constatons que 1’ajout de 1’acide phytique a inhibé la toxicité
du plomb par chélation de ce dernier. Des travaux de recherche ont mentionnée le pouvoir
chélateur puissant de 1’acide phytique des métaux lourds que ce soit sur le modele végétal ou

animal.

I1.2. Effet de ’acide phytique sur la teneur en Malondialdéhyde (MDA) :

70 -
60 -
50 -
40 - M Feuilles

30 - M racines

MDA nmol.g-1MF

20 A
10 A

T Pb AP1%  AP2%  AP+Pb

Figure 14: Effet de Pb et acide pythique sur la teneur en MDA au niveau des feuilles et des

racines.

Nos résultats montrent que les concentrations du MDA augmentent dans les feuilles et les
racines des plantes de 1’orge traitées avec du plomb a concentration de 2Mm par rapport a
celles du témoin. Cependant, 1’addition de concentrations d’acide phytique a réduit la
synthése du MDA chez les lots traités par le plomb au niveau des feuilles et des racines.

L’effet positif d’acide phytique a été plus prononcé au niveau des racines des plantes de
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I’orge traitées par le Pb. En effet, Alayat et al., 2015 ont estimé que la diminution des
concentrations du MDA dans les racines des plantes traitées au cadmium et au chrome en

présence du silicium.

I1.3 .Effet de plomb sur la teneur en proline :

90 -+
80 -
70 -
60 -

50 - .
M Feuille
40 A .
M Racines
30 -
20 -
10 -
O .
T Pb

AP1% AP2% AP+Pb

Concentration en proline mg/gMF

Figure 15: Effet de Pb et acide phytique sur la teneur en proline au niveau des feuilles et des

racines.
I1.4. Effet de I’acide phytique sur I'accumulation de la proline :

Nos résultats montrent apres 20 jours de la croissance la teneur la plus faible en proline a été
enregistrée dans le traitement Pb chez les racines et Ap2% chez les feuilles. La quantité de
proline tend a augmenter en fonction de I'augmentation de la dose en nitrate. La valeur la plus
élevée en proline a été signalée dans le traitement Pb; Ap+Pb feuilles. La proline participe
aux maintien de la balance de la force osmotique (Bouzoubaa et , 2001). Elle participe a la
préservation de l'intégrité membranaire (Derbyshire, 1974). Elle semble intervenir dans la
stabilisation des structures cytoplasmiques soumises au stress. La présence de la proline
diminue les peroxydations lipidiques en conditions de stress (Alia et ., 1991). On observe une
concentration moyenne en proline marquer dans le traitement témoin et Ap1% car la proline
fonctionne de fagon normale et une diminution de la teneur en proline dans le traitement
Ap2%. L’accumulation de la proline est I'une des manifestations les plus remarquables chez
les plantes pour limiter les effets du stress métalique afin de réaliser 1’ajustement du potentiel

osmotique dans le cytoplasme (Sannada et al, 1995 ; Belkhodja et Benkablia, 2000). Ces
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données trouvent leur confirmation par (Aspinal et Paleg ;1981) qui a signalé que la proline
est I’acide aminé le plus caractérisé des plantes soumises au stress métallique, I’importance de
la proline comme indicateur au toxicit¢é de Plomb semble jouer un rdle protecteur des
membranes et des systémes enzymatiques.

En fonction des conditions du milieu, les plantes peuvent absorber une partie du plomb
présent dans le sol. Les ions Pb2+ diffusent dans la racine, mais sont bloqués par la barricre
physique que représente I’endoderme, ce qui limite fortement leur translocation vers les
parties aériennes. Bien que les plantes possedent de nombreux systemes de détoxication pour
limiter I’interaction de ces ions avec les molécules biologiques, c’est pour cela, on observe

une différence ou une disproportion de la concentration entre les feuilles et les racines.

I1.5.Effet de plomb sur la teneur en protéine :

Nos résultats montrent 1’effet de 1’acétate de plomb sur la teneur en protéines des feuilles et
des racines de la plantes de I’orge (Hordeum Vulgare L).

1. Teneur foliaire en Protéines:

Les résultats affichés sur la figure (16) représentent la variation de la teneur en protéines dans
les feuilles de I’orge ((Hordeum Vulgare L) en fonction des traitements de concentrations de
Pb et Ap pendant 20jour de croissance. Au vu de cette représentation graphique nous
constatons qu’il n’y a pas de différence dans I’augmentation de la teneur protéique foliaire par
rapport le t¢émoin. Nous observons une 1égeére diminution du taux de protéines chez les feuilles

traitées par le plomb.

2. Teneur des racines en protéines

La variation de la teneur protéinique des racines sous ’effet de Pb et AP chez Hordeum
Vulgare L. est représentée par la figure (16). L’effet de 1’acide phytique sur la teneur
protéique racinaire est similaire que les feuilles. Alayat et al., 2015 ont trouvé que

I’application de silicium a réduit la teneur des protéines dans les feuilles et racines
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Figurel6 : Effet de Pb et acide phytique sur la teneur en protéine

I1.6.Effet de I’acide phytique sur la teneur en sucres :

Les résultats moyens de taux des sucres dans les feuilles et les tiges de I’Hordeum Vulgare L.

montrent que le taux des sucres dans les parties aériennes augmente dans le lot qui regoit que

du plomb (2mM). Pour la méme concentration de plomb, la présence de chélateur n’a pas

affecté le taux de sucre dans les feuilles et racines.
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w200
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Figurel7: Effet de Pb et acide phytique sur la teneur en sucres.
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On peut conclure que le taux des sucres au niveau des parties aériennes est plus important
qu’au niveau racinaire dans tous les lots testés. On constate que les sucres solubles totaux
contribuent fortement a 1'ajustement osmotique chez les plantes en conditions de stress (Ben
Hassine A. et Bouzid S., 2008). IIs compromettent indirectement la croissance puisque les
glucides ne sont pas directement métabolisables et, d'autre part, parce qu'il est aujourd'hui
clairement établi que l'accumulation des sucres solubles totaux peut modifier certains
parametres de la photosynthése en inhibant l'expression de nombreux genes impliqués dans
I'assimilation du CO2 (Koch, 1996).

Sous I’action de plomb, les plantes de Hordeum Vulgare L. synthétisent et accumulent des
quantités plus importantes des sucres dans les parties aériennes. De plus, notre étude a montré
que la présence de chélateur (AP) influe d’une fagon remarquable sur les teneurs en sucres
solubles des parties aériennes des plantes de I’orge. Le pouvoir phytoaccumulateur en plomb
de Hordeum Vulgare L. a été investigué a travers cette étude dont on a appliqué une
concentration élevée de plomb pour mettre en évidence les potentialités accumulatrices de

cette espece.
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Conclusion

Concernant les métaux lourds, leurs effets sur les écosystémes locaux et les mécanismes
de leurs transferts, du sol aux organismes vivants (notamment les plantes), sont encore mal
compris. Il est donc tres difficile de prévoir leurs effets a long terme, de modéliser le devenir
des polluants d’un site contaminé, d’en évaluer les risques et donc de choisir une stratégie de
remédiation. L’utilisation de 1’acide phytique comme outil d’atténuation des effets déléteres
des métaux lourds chez les plantes s’avere étre une approche prometteuse afin de limiter et
réduire les dommages oxydatifs causés par le stress métallique. En effet, I’acide phytique
élément minéral est connu pour ses effets bénéfiques pour la croissance des plantes et le

rendement de différentes cultures.

Un des objectifs de ce travail a été donc d’étudier les effets de métaux lourds (plomb)
sur 1’Orge, céréales trés consommeées en Algérie. Pour répondre a cet objectif, la démarche
adoptée dans le cadre de ce travail, a donc consisté a rechercher chez nos modéles biologiques
les réponses (morphologiques, physiologiques, métaboliques et antioxydantes) et les
mécanismes de résistance et de tolérance aux métaux lourds. Chez les végétaux, 1’effet le plus
visible des métaux lourds est une inhibition de croissance qui s’accompagne trés souvent de
chloroses et d’importantes 1ésions nécrotiques. A 1’heure actuelle, les bases moléculaires de
ces perturbations sont encore mal connues, mais on admet généralement qu’elles résultent
d’un stress oxydatif qui conduit finalement a I’inhibition de certaines activités physiologiques

comme la photosynthése et la respiration.

Ainsi d'apres nos résultats, les stress causés par le plomb, engendrent des désordres dans
la croissance des plantes étudiées (Hordeum vulgare). Ces altérations se manifestent, a
'échelle de la plante entiere, par une réduction de I'élongation racinaire. Ces altérations sont
plus importantes dans les racines comparées aux feuilles des plantes des céréales traitées par
les différentes concentrations. Le systéme racinaire semble étre plus affecté par le stress
métallique. Ceci pourrait étre expliqué par 1'accumulation et la répartition du métal au sein de
la plante. Les racines semblent jouer le role d'organe piege pour le métal afin de limiter les

effets destructeurs du métal dans les feuilles.

Les exces du plomb ont provoqué une réduction des concentrations des pigments
photosynthétiques, une perturbation de la biosynthese des protéines totales et une synthese
importante de deux osmolytes : la proline et les sucres solubles en raison de leurs rdles

d’indicateurs potentiels de tolérance au stress.
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A la lumiere de l'ensemble des résultats que nous avons présenté, il semble que les réponses des

plantes de I’orge étudiées aux stress causés par le plomb sont trés complexes.

Les mécanismes de défense des plantes des I’orge n’ont pas pu réguler les concentrations
des ROS produits par les stress métalliques appliqués. Ceci indique que parfois les enzymes
antioxydantes ne sont pas un systeéme de défense suffisant contre la production drastique des

ROS.

Dans cette optique, le second objectif de notre travail s’est développé qui a été d’évaluer
I’effet du acide phythique comme un moyen d’atténuation des dommages oxydatifs engendrés
par les stress métalliques étudiés chez 1’orge. Pour réaliser cet objectif, nous nous sommes
consacrés a 1’étude de I’effet du acide phythique sur quelques marqueurs du stress oxydant,

sur les réponses enzymatiques, ainsi que sur la croissance des plantes des

Lorge soumises aux stress métalliques (plomb).

Les résultats acquis ont confirmé les effets bénéfiques de 1’acide phytique sur la
croissance des plantes étudiées et sur I’atténuation des dommages oxydatifs subis par les
traitements des deux métaux lourds. Selon nos résultats, il apparait que 1’application du
I’acide phythique améliore la croissance et le développement des plantes de 1’rge soumises ou
non au stress métallique. Le prétraitement des plantes avec 1’acide phythique favorise
I’accroissement foliaire et racinaire des lots exposés aux fortes concentrations du plomb. Ceci
indique que I’acide phythique a un effet positif sur la croissance des plantes en améliorant
leur tolérance au stress métallique, en limitant les pertes d’eau et en optimisant la nutrition
hydrominérale des plantes, ainsi qu’en réduisant I'absorption et la translocation de ces métaux
lourds (Shi et al,. 2005; Nwugo et al., 2008; Kaya et al,. 2009 ; Bouzoubaa et al., 2009 ;
Ahsan Farooq et al., 2013).

D’autre part, le prétraitement des plantes des céréales par le acide phytique pourrait
nettement améliorer la capacité de défense contre les dommages oxydatifs induits par la

toxicité du plomb

En conclusion, nos résultats montrent que 1’acide phythique peut atténuer les

perturbations induites par le stress métallique et devenir une solution pratique afin de protéger
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les plantes contre les dommages oxydatifs, conduisant a une meilleure tolérance aux métaux

lourds.
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Annexe

Le spectrophotometre
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