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«Les étres vivants ne peuvent construire et maintenir

leur existence, leur autonomie, leur individualité, leur
originalité que dans la relation écologique, c'est-a-dire

dans et par la dépendance a I’égard de leur environnement ;
d’ou I’idée alpha de toute pensée eécologisée: I’indépendance
d’un étre vivant nécessite sa dépendance a I’égard

de son environnement ».

Edgar Morin
(La Méthode, tome I).



Résumé

Des plants de tomate (Lycopersicon esculentum) préalablement cultivés sur une
solution nutritive de base pendant 12 jours subissent un traitement par des
concentrations croissantes en CdCI2 pendant 07 jours. Les résultats obtenus ont
montré que I’activité enzymatique (GST, CAT, APX, GPX) subit des variations dés
I’induction du traitement (cd) c’est a dire aprés lh d’application jusqu’a fin du
traitement mais cette fluctuation reste régressive en fonction du temps et les différentes
concentrations du métal alors que I’activit¢ APX, GPX augmente pour les valeurs
inférieur a 100uM et au dela de cette derniere ces activités chute progressivement avec
la concentration du métal. La méme chose a été observée dans [’étude des

métabolismes respiratoires et photosynthétiques.

Entre autre, I’addition de 1mM de Cacl2 dans le milieu améliore la quantité¢ de
protéine qui régresse légerement en fonction des deux premieres concentrations (cdl et
Cd2) et par conséquent la GSH et la GST. Alors que pour les doses Cd3 et Cd4, 1’ajout
delmM de Cacl2 accentue le stress oxydatif et ceci est explique par une augmentation
importante de protéines, et la diminution de la quantit¢ de GSH et GST dans les
racines de la plante. Des résultats similaires ont été observés pour ’activité APX,
GPX, et CAT. L’ensemble de ces données suggere que 1’incidence négative du
cadmium sur les différents métabolismes peut étre atténuée par un apport adéquat en

calcium dans le milieu de culture.

En parall¢le, une étude agronomique a ¢été réalisée en plein champ dans la
région d’El kous (El-Tarf) afin de démontrer 1’effet du cadmium et de son interaction

avec le calcium sur les parametres de croissance, de qualité et de production.

Mots-clés: Cadmium, Calcium, GSH, GST, APX, GPX, CAT, Protéine, chlorophylles,

Respiration, Photosynthése, Lycopersicon esculentum.
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Abstract

The tomato plants (Lycopersicon esculentum) previously grown on a nutrient solution
base for 12 days and undergo treatment by increasing concentrations in CdCI2 for 07
days.The results showed that the enzyme activity (GST, CAT, APX, GPX) suffers
from variations dice induction treatment (cd): after 1h apply until end of treatment but
this fluctuation remains regressive in terms of time and different concentrations of the
metal while the activity APX, GPX increases for values less than 100 u M and beyond
that these activities fall gradually with the concentration of metal. The same was

observed in the study of metabolism and respiratory photosynthetic.

Among other, adding 1mM of Cacl2 in the middle improves the amount of protein that
is declining slightly depending on the first two concentrations (cdl and Cd2) and
hence the GSH and the GST. While doses Cd3 and Cd4, adding delmM of Cacl2
accentuates oxidative stress and this is explained by a significant increase in protein,
and reducing the amount of GST and GSH in the roots of the plant. Similar results
were observed for the activity APX, GPX, and CAT. All these data suggest that the
negative impact of cadmium on different metabolisms can be mitigated by an adequate

intake of calcium in the culture medium.

In parallel, a study Agronomy was conducted in open fields in the region of El kous
(El-Tarf) to demonstrate the effect of cadmium and its interaction with calcium on the

parameters of growth, quality and production.

Keywords: Cadmium, Calcium, GSH, GST, APX, GPX, CAT, protein, chlorophyll,

respiration, photosynthesis, Lycopersicon esculentum.
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Introduction

A. Les Métaux lourds

1. Généralités :

Depuis la fin du XIXéme siccle, le secteur industriel s’est développé sans
préoccupation des rejets d’éléments toxiques dans 1’environnement et particulierement
les sols. De fait, le sol a été longtemps considéré comme une ressource renouvelable,
voire méme inépuisable a 1’échelle des générations humaines, capable de recevoir sans
conséquence les rejets de nos activités. On sait maintenant que les sols sont
caractérises par un équilibre fragile et sont vulnérables. Aujourd’hui, ce patrimoine est
menacé a la fois par le lourd héritage du passé¢ et par I’extension des surfaces

consacrées au développement industriel (Lecomte, 1998).

En 1998, le sens des termes pollution et contamination, souvent employés
confusément I’un pour 1’autre, est fixé par le rapport 42 de I'Académie des Sciences
(Bourrelier & Berthelin, 1998). Le terme de « contamination » qualifie un apport
d'¢léments, issus de l'extérieur du site ; la conséquence en est une €lévation de leur
teneur originelle, sans indication sur leurs conséquences sur le comportement des
organismes vivants présents sur ou a proximité du site. Le terme de « pollution » par
contre, doit €tre réservé a une contamination qui engendre une perturbation du milieu,

ou de I'usage normal qui en est fait habituellement.

Parmi les principaux polluants générés par les activités industrielles, les métaux lourds
(Cu, le Pb, le Cr, ...) posent effectivement des problemes particuliecrement
préoccupants. Ces ¢éléments, par nature non biodégradables, présentent une forte
¢cotoxicité et pourraient €tre impliqués dans de nombreuses pathologies (atteintes du
systtme nerveux central, du foie, des reins, mais aussi cancers et malformations

embryonnaires ; Abrahams, 2002 ; Adriano, 2001).
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Ainsi, pour reprendre les termes d’un récent rapport de I’Office Parlementaire des
Choix Scientifiques et Technologiques, « si les métaux lourds ont fait la civilisation,
ils peuvent aussi la défaire ». Il est donc aujourd’hui indispensable non seulement de
mieux connaitre les effets de ces polluants sur les organismes vivants, mais aussi de
mettre en ceuvre des solutions durables, visant a limiter leurs risques. Malgré leur forte
toxicité potentielle, la plupart des sites contaminés par des métaux lourds, présentent

souvent une flore diversifiée tolérant apparemment bien de fortes teneurs en métaux.

L’¢tude de ces plantes résistantes, par leurs capacités de détoxication,
d’immobilisation ou d’absorption des métaux lourds, pourrait donc constituer un outil
intéressant, non seulement pour estimer les risques de transfert potentiel des métaux
lourds au sein de 1’écosysteme (Martin et al., 1996), mais aussi comme outil de

réhabilitation des sols.

Le phénomene de tolérance vis-a-vis des métaux lourds chez les plantes a focalisé
I’intérét des scientifiques, écologistes, physiologistes et biologistes mais aussi des
ingénieurs et des chimistes depuis tres longtemps. Des le XVIeme siccle, le célebre
savant Georgius Agricola rapporte que des végétaux semblent souffrir lorsqu’ils se
développent sur des sols riches en minerais (Agricola, 1556). De méme lorsque son
but est de repérer les veines métalliféres intéressantes, il précise qu’une végétation
particuliére, absente aux alentours, se développe au-dessus de ces ressources. Bien que
le concept de tolérance n’apparaisse pas encore, il remarque ainsi I’effet nocif des
métaux sur une végétation dite sensible, et la relative tolérance d’une végétation plus

adaptee.

Dans les années 1950, la prospection de minerais de cuivre en Afrique s’est largement
appuyée sur la découverte d’une petite Poacée, Haumaniastrum katangense et de deux
Lamiacées, Aeollanthus biformifolius et Becium homblei, toutes les trois confinées a
des sols riches en cuivre (Brooks, 1998). Avec I’épuisement progressif des minerais de

surface, 'intérét pour des stratégies de repérage des gisements potentiels par la

10
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végétation spécifique a fortement diminué, mais pas Dl'intérét pour les surfaces

contaminées.

L’¢tude des communautés végetales, encore appelée phytosociologie, a permis de
poursuivre et d’élargir I’analyse de la végétation des terrains riches en métaux
toxiques, d’origine naturelle ou anthropique. Dans le cas des sites a serpentine, par
exemple, le sol issu de Dl’altération de minéraux naturellement riche en métaux de
transition, Cr, Ni, Cu et Co porte une flore spécifique adaptée aux fortes teneurs
métalliques (Delaigue, 1989). Avec ’avénement de 1’¢re industrielle et son lot de
pollutions métalliques, les observations commencent a s’étendre aux sites anthropisés

riches en métaux lourds. Cependant, de nombreuses lacunes persistent encore.

2. Processus physiologique de Bioaccumulation des Métaux :

Un métal est un élément chimique, issu le plus souvent d’un minerai doté d’un éclat
particulier, bon conducteur de chaleur et d’électricité, ayant des caractéristiques de
dureté et de malléabilité, se combinant aisément avec d’autres ¢léments pour former
des alliages utilisés par ’homme depuis I’Antiquité. Si les métaux sont souvent
indispensables au déroulement des processus biologiques (oligo-éléments), nombre
d’entre eux peuvent s’avérer contaminants pour diverses formes de vie, lorsque leur
concentration dépasse un seuil, lui-méme fonction de [’état physico-chimique
(spéciation) de I’élément considéré. C’est le cas du fer (Fe), du cuivre (Cu), du zinc
(Zn), du nickel (Ni), du cobalt (Co), du vanadium (V), du sélénium (Se), du
molybdéne (Mo), du manganese (Mn), du chrome (Cr), de I’arsenic (As) et du titane
(T1) (Miquel, 2001). D’autres ne sont pas nécessaires a la vie et peuvent étre méme
préjudiciables comme le mercure (Hg), le plomb (Pb), le cadmium (Cd) et 1’antimoine

(Sb) (Chiffoleau et al., 2001).
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L’appellation « €léments en traces métalliques » (ETM) ou par extension « ¢léments
traces » est communément utilisée pour désigner les ¢éléments métalliques naturels,

caractérisés par une masse volumique élevée, supérieure a 5 g/cm’ .

Les utilisations des métaux sont multiples et trés diversifiées, depuis les additifs de
plomb dans les carburants jusqu’aux sels d’argent de 1’industrie photographique, au
nickel ou au cadmium des batteries d’accumulateurs, au zinc des gouttieres ou au
chrome des aciers inoxydables, au cuivre de ’industrie électrique ou a I’arsenic des
produits phytosanitaires. Les sources de contamination le sont par conséquent aussi.
Durant toutes les phases d’¢laboration, d’utilisation et/ou de recyclage de ces produits,
des meétaux sont rejetés dans I’environnement, soit directement dans les eaux
continentales ou marines, soit dans 1’atmosphére transportés par les vents, associ€s aux
aérosols avant de se déposer par voie seéche ou humide a la surface de la terre ou de

I’océan.

Ainsi, les métaux traces sont présents dans tous les compartiments de I’environnement,
a la fois parce qu’ils sont naturellement présents (sources naturelles) ou parce que

certaines activités de I’homme favorisent leur dispersion (source anthropique).

= Meécanismes de capture des Métaux Lourds

Pendant tout processus physiologique d’échange avec le milieu environnant, les
molécules exogenes pénetrent a travers les barricres biologiques séparant
I’environnement interne de 1’organisme du milieu externe. Quand la contamination se
fait, ces barrieres (cutanées et respiratoires pour la contamination directe, et intestinale
pour la contamination trophique) montrent des propriétés biologiques liées a leur
structure et aux conditions physico-chimiques de I’environnement (température, pH,

¢lectrolytes, etc.).
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Les caractéristiques de I’interface Environnement - Organisme ont une influence
importante sur la forme métallique accumulée. Cette interface est une membrane
lipidique, non polaire, imprégnée de molécules qui vont intervenir dans le transport de

substances polaires essentielles a travers la membrane.

La concentration de I’ion libre métallique a une grande importance dans le controle de
la capture métallique a partir des solutions. Le métal sous forme d’ion libre a été
proposé comme 1’espéce métallique dissoute la plus biodisponible (Campbell, 1995).
Ce modele a été mis en place au début des années 80 par Morel et a été appliqué avec
succés pour interpréter la toxicité du métal. Ainsi, le transport de Hg”>™ Cd*" et Pb*"

passerait par la voie d’un canal protéique non spécifique sur la membrane cellulaire.

La majorité des ions ne traversent les membranes plasmatiques hydrophobes que grace
a un ligand transporteur. Une fois dans la cellule, le métal sera capté par un autre
ligand afin de prévenir sa diffusion vers I’extérieur. Ces différents ligands constituent
un systéme de « piégeage cinétique » dont 1’efficacité dépend de I’importance de leur
synthése et de la force de liaison avec le métal (Simkiss et al., 1982; Simkiss et Taylor,
1995). Le transport dans la cellule et dans les organes de stockage se fait par
déplacement, par affinités successives (jusqu’au puits cinétique ou jusqu’a
I’excrétion). La vitesse d’assimilation sera fonction de la réaction la plus lente
(réaction limitante), qui est souvent le transfert intracellulaire. Ainsi, le modéle de
I’1ion libre (FIAM, Free Ion Activity Model) traduit I’interaction d’un métal (MeZ+)
chez un organisme en trois étapes successives: advection/diffusion du métal a
I’équilibre dans la solution « baignant » I’interface entre la membrane biologique et le
milieu d’exposition (1), réaction de complexassions avec un site de surface (2),

transport a travers la membrane (3).

13



Introduction

Les limites d'application du mod¢le de 1'ion libre sont une augmentation importante de
la toxicit¢ de certains métaux (Cd, Zn) en présence de métabolites de poids
moléculaire faible (ex. le citrate), ainsi qu’un mécanisme responsable de cette toxicité
accrue (prise en charge "accidentelle"; "piggy-back" transport) (Campbell, 1995;
Errecalde et al.,1998).

De plus, la découverte de I'implication de complexes de surface ternaires ("mixed-
ligand" ou "ternary" surface complexes) dans la réponse biologique a l'aluminium
constitue une exception plutdét subtile au modele de I'ion libre, mais il est

potentiellement lourd de conséquences en écotoxicologie.

En effet, s'il peut étre généralis¢ a des métaux autres que 1'Al, on ne pourra plus
prétendre pouvoir prédire la réponse biologique a un métal en fonction uniquement de
l'activité de l'ion métallique libre (Wilkinson et al., 1990; Wilkinson et al., 1993).
Aussi, le modéle de I’ion libre ne tient pas compte du role tensioactif de la mati¢re
organique dissoute naturelle. La mati¢re organique naturelle des eaux naturelles peut
se concentrer non seulement a des surfaces inorganiques (argiles, oxydes de fer), mais

¢galement a des surfaces d'organismes vivants (surfaces cellulaires).

Le premier phénomene est connu depuis plus de 15 ans, mais le second, l'interaction
des acides humiques et fulviques naturels avec des surfaces cellulaires, n'a pas été
apprécié (Parent et al., 1996; Campbell et al., 1997; Roy et Campbell, 1997). Cette
derni¢re interaction pourrait avoir des conséquences importantes en écologie et

toxicologie aquatiques (protection accrue vis-avis des métaux toxiques).

Enfin, le potentiel de la métallothionéine a été évalué comme biomarqueur
d'exposition a des métaux toxiques, notamment pour le Cd, et comme biomarqueur

d'effets délétéres provoqués par ces métaux.
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= Meécanisme d’excrétion des Métaux lourds

Parallélement aux étapes de pénétration et de répartition des contaminants au sein de
I’organisme, de nombreux mécanismes physiologiques et biochimiques contribuent a
les éliminer. Tous les organismes piegent des métaux en quantités importantes mais
pour beaucoup d’especes, I’excrétion des métaux accumulés n’est pas négligeable. Les
quatre processus principaux sont: la défécation, la perte via la surface perméable, la

désorption passive et les granules d’expulsion (Phillips et Rainbow,1994).

= Meécanisme de Stockage des Métaux lourds

Apres la capture et D’excrétion des métaux, le troisieme facteur déterminant
I’accumulation des ¢léments traces est la s€questration des métaux absorbés dans les
tissus. Plusieurs mécanismes existent incluant les piégeages des métaux et la
séquestration d’¢léments dans des granules ou dépots insolubles qui peuvent étre ou
non associés a des lysosomes (George et al., 1978; George, 1980; Amiard-Triquet et

Caurant,1994; Phillips et Rainbow, 1994). .

La présence du métal dans la phase dissoute traduit son absorption sous forme
dissoute avec ou sans meédiateur. Sa présence dans les éléments figurés résulte de la
phagocytose de vésicules formées lors de I’absorption du métal particulaire par
pinocytose et/ou de la phagocytose d’agrégats protéiniques riches en cations divalents

(George, 1980).

Le cas des granules a été bien étudi¢ en particulier par Martoja et Martoja (1982) qui
les considere comme des sites d’accumulation pour les déchets métalliques de
différents processus physiologiques, formés par la précipitation des métaux en

phosphate, carbonate et sulfure (Martoja et Martoja, 1978; Martoja et Martoja, 1982).

15



Introduction

= Bioaccumulation et Bioamplification dans les réseaux trophiques

Des ¢études menées « in situ » ont révélé une augmentation des concentrations de
certains polluants, au fur et 4 mesure des différents maillons de la chaine trophique: la
bioamplification. Le prédateur concentre une substance (ou un élément) a un niveau
supérieur a celui ou il se trouve dans sa proie. Cette amplification a été constatée pour
plusieurs contaminants organiques et dans le cas des métaux, pour la forme méthylée
du mercure (Fowler, 1982). Quasi-unanimement reconnu par les scientifiques pour le
mercure, plus particuliérement pour les dérivés organiques, ce concept est trés discuté

pour les autres contaminants métalliques, voire contesté.

Pour Ramade (1979), la rémanence d’un contaminant associ¢ a des transferts
cumulatifs « proies contaminées - prédateurs » est a I’origine de ce processus. Au
contraire, une dilution entre les échelons primaires et secondaires a ét¢ montrée a
plusieurs reprises. La bioamplification des contaminants au sein des structures
biocénotiques ne peut étre abordée par une approche mono-factorielle. Ce processus
est 1i¢ a une conjonction de facteurs favorables (Boudou, 1982): concentration du
contaminant dans le milieu, stabilit¢ des conditions, aptitude du contaminant a franchir
les barri¢res biologiques, rémanence de la molécule a 1’égard des mécanismes de
dégradation (abiotiques et biotiques), transferts trophiques, types de réseaux
alimentaires, durée de vie, etc. En fait, la bioamplification est due a une intégration de

I’ensemble de la structure biologique des écosystémes (réseaux alimentaires).

= Facteurs affectant la bioaccumulation des métaux :

Le concept de bioaccumulation résulte donc de plusieurs mécanismes, agissant
simultanément ou avec un décalage dans le temps. Les capacités de bioaccumulation,
pour un méme produit chimique, peuvent varier considérablement selon 1’espéce
considérée, le stade de développement des individus, les caractéristiques écologiques

du systéme et les propriétés du contaminant (Luoma, 1983).
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Les processus de contamination et de décontamination sont superposés dans le temps
et leur importance relative varie fortement selon les modalités de la contamination
(voies d’entrée, doses absorbées, etc.), selon les niveaux d’accumulation dans
I’organisme et dans les organes et selon les facteurs physicochimiques du milieu

environnant (Boudou et al., 1982; Boudou et al., 1983; Simkiss et Taylor, 1995).

L’¢étude de I’interaction entre les contaminants et les barrieres biologiques est d’un
intérét considérable pour la compréhension des phénomeénes écotoxicologiques,

particulierement la bioaccumulation et les transferts a travers les chaines trophiques.

Il est bien connu que les niveaux de concentrations métalliques dans les organismes ne
sont pas le seul résultat de leur biodisponibilité dans 1’environnement. Les processus
impliqués sont trés complexes et sont influencés par le contaminant (taille molécule,
spéciation chimique, etc.), 1’organisme récepteur (propriétés membranaires,
composition chimique, processus actifs), et ’environnement intra et extracellulaire

(temperature, pH, etc.).

Le concept de bioaccumulation résulte donc de plusieurs mécanismes, agissant
simultanément ou avec un décalage dans le temps. Les capacités de bioaccumulation,
pour un méme produit chimique, peuvent varier considérablement selon 1’espéce
considérée, le stade de développement des individus, les caractéristiques écologiques

du systéme et les propriétés du contaminant (Luoma, 1983).

Les processus de contamination et de décontamination sont superposés dans le temps
et leur importance relative varie fortement selon les modalités de la contamination
(voies d’entrée, doses absorbées, etc.), selon les niveaux d’accumulation dans
I’organisme et dans les organes et selon les facteurs physicochimiques du milieu

environnant (Boudou et al., 1982; Boudou et al., 1983; Simkiss et Taylor, 1995).
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L’¢étude de I’interaction entre les contaminants et les barrieres biologiques est d’un
intérét considérable pour la compréhension des phénomeénes écotoxicologiques,
particulierement la bioaccumulation et les transferts a travers les chaines trophiques. 11
est bien connu que les niveaux de concentrations métalliques dans les organismes ne
sont pas le seul résultat de leur biodisponibilité¢ dans I’environnement. Les processus
impliqués sont trés complexes et sont influencés par le contaminant (taille molécule,
spéciation chimique, etc.), D’organisme récepteur (propriétés membranaires,
composition chimique, processus actifs), et I’environnement intra et extracellulaire

(température, pH, etc.).

3. Toxicité et tolérance aux métaux lourds

Le premier effet des métaux lourds observable chez les végétaux est une inhibition de
la croissance. Celle-ci s’accompagne trés souvent de nombreux autres indices de
dysfonctionnement : chlorose foliaire, importantes Iésions nécrotiques, jaunissement
progressif, repliement ou desséchement du feuillage... A I’heure actuelle, les bases
moléculaires de ces perturbations sont encore mal connues, mais on admet
généralement qu’elles résultent d’un stress oxydatif, dii a la production d’especes

réactives de I’oxygene ou « Réactive Oxygen Species » (ROS).

Les ROS altérent toute une série de substrats biologiques importants, avec comme
conséquence la modification des domaines fonctionnels des biomolécules : inhibition
de Dactivité enzymatique, perturbation du métabolisme végétal (notamment la
photosynthése et la respiration), oxydation de protéines, altération des membranes
cellulaires via I’induction de phénomenes de peroxydation lipidique, apparition de
cassures au sein de I’ADN, pouvant conduire a la mort cellulaire (Devi and Prasad,

1999 ; Dietz et al., 1999 ; Cheng, 2003).
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Pour éviter ces inconvénients, des systémes de stockage ou de détoxication des métaux
accumulés ont été sélectionnés chez certains végétaux. D’efficacité variée selon les
especes, 1l semble a I’heure actuelle que trois mécanismes, encore mal compris, soient
largement prépondérants : la modification de la perméabilité membranaire, qui permet
de réduire I’entrée des métaux dans la cellule, le systeme anti-oxydant, qui limite les
dégats des espéces réactives de 1’oxygene et la chélation intracellulaire, qui empéche

I’activité de I’ion métallique.

3.1. Lamembrane plasmique

Le transport actif a travers la membrane plasmique des cellules racinaires est un
processus important, car les ions ne peuvent pas diffuser librement a travers la double
couche phospholipidique (Lasat, 2002), méme passivement. Le réle du plasmalemme

dans la régulation du transport métallique est donc primordial.

La membrane plasmique peut limiter 1’accumulation des ions toxiques, soit en
modifiant ’ensemble du flux ionique, soit en employant des systemes ultra spécifiques
autorisant un flux ionique qui ne transporterait pas les ions toxiques (Meharg, 1993).
Cependant, si la membrane plasmique apparait comme étant la premicre barri¢re face a
I’entrée des ¢léments métalliques dans le cytosol, elle constitue également une cible

importante pour la toxicité métallique.

En effet, il a ét€ montré que le cuivre pouvait endommager la membrane par oxydation
des protéines membranaires, peroxydation lipidique (Dietz et al., 1999) ou inhibition
des ATPases (Meharg, 1993). Par conséquent, I’imperméabilité n’est plus assurée et
I’entrée des métaux toxiques par diffusion est facilitée (Kabata-Pendias and Pendias,
2001). Deés lors, la tolérance pourrait étre due en partie & un renforcement de la

protection de 1’intégrit¢ membranaire.
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Néanmoins, la fonction des protéines associées au plasmalemme joue un rdle essentiel
dans le transport des métaux a travers la membrane plasmique. Récemment, le géne
codant un transporteur du fer, irt;, a été cloné chez Arabidopsis thaliana a partir d’une
levure (Eide et al.,1996). 11 est représenté par un peptide de 339 acides aminés avec 8
domaines transmembranaires. Chez A. thaliana, irt;, est exprimé dans les racines en
réponse a une carence en fer. Les caractéristiques de ce transporteur et les données
physiologiques indiquent que ce systeme n’est pas spécifique ; il pourrait également
transporter d’autres ions divalents comme le zinc et le cadmium (Briart et Lebrun,
1999). Cette compétition entre différents ions entrainerait une déficience en fer

responsable des signes visibles de chlorose.

En résumé, la tolérance pourrait étre due a la protection de I’intégrité membranaire ou
a la protection de la fonction des protéines associées au plasmalemme, tels que les

transporteurs, les canaux ioniques et les pompes a protons.

3.2.  Systeme anti-oxydant

Le systéme anti-oxydant jouerait un rdle central dans la détoxication des métaux
lourds ayant pénétrés dans la cellule. Il est donc important de bien comprendre d’une
part les événements conduisant a un stress oxydant et d’autre part les mécanismes

biochimiques impliqués dans la réponse a ce stress.

3.3. Lachélation et la compartimentation cellulaire

- La chélation : La présence intracellulaire de ligands organiques, qui assurent
une complexation et donc la détoxication de nombreux ions métalliques
constitue a 1’heure actuelle un aspect fondamental de la résistance aux métaux
lourds. Chez les végétaux, quatre groupes principaux de ligands intracellulaires

ont été caractérisés :
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- . Les métallothionéines (MT) sont des protéines largement distribuées dans le
monde vivant. On les rencontre chez de nombreux Procaryotes et chez la
plupart des Eucaryotes. Ces protéines sont caractérisées par leur richesse en
cations métalliques (essentiellement Cu et/ou Zn) et par leur forte proportion de
résidus cystéines (environ 30 %). Elles se distinguent aussi par leur faible
masse moléculaire (6 a 8 kDa et 60 a 75 acides aminés) et par I’absence de
résidus aromatiques. Bien que leurs séquences en acides aminés soient tres
variables d’un organisme a un autre, il semblerait que la structure

tridimensionnelle soit bien conservée.

Selon les études actuellement disponibles, la plupart des MT présentent deux
domaines globulaires distincts, dépourvus de structure secondaire et reliés entre
eux par une courte séquence de transition ; chaque domaine est responsable de
la fixation de plusieurs cations métalliques divalents ou monovalents. Le rdle
précis des MT dans la réponse aux métaux lourds est encore débattu, mais de
nombreuses observations ont montré qu’elles pourraient étre impliquées dans
certains mécanismes de tolérance, notamment vis-a-vis du cadmium et du

cuivre.

Chez Arabidopsis thaliana par exemple, il a été démontré que la présence de
cuivre stimule la biosynthése de MT et que la variation écotypique de la
tolérance a ce métal est corrélée au taux de transcription des genes MT (Murphy

et Taiz, 1995).

En fait, il est aujourd’hui bien établi que la surexpression de génes MT, dans
des organismes aussi vari€s que des cyanobactéries, des levures, des
cellules de Mammiféres ou des plantes (Misra et Genamu, 1989), peut
s’accompagner d’une augmentation de la tolérance a certains métaux lourds
(Cu, Zn et Cd). Des travaux d’ingénierie moléculaire, visant a modifier les

capacités de chélation (affinité et spécificité) des MT, sont actuellement en
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cours. Cependant, il faut souligner que la synthése de MT ne constitue
probablement pas une réponse spécifique ; en effet, ces protéines s’accumulent
¢galement en réponse a d’autres stress (chocs thermiques) ou sous I’effet de

facteurs telles que des hormones et des cytokines. Ainsi, la présence
universelle des métallothionéines dans le monde vivant (chez les organismes
sensibles comme chez les résistants) et leur synthése dans des situations variées,
suggerent que ces protéines seraient plutot impliquées dans le contréle général
de ’homéostasie cellulaire et non dans les réponses spécifiques aux métaux

lourds.

. Les phytocheélatines (PC) représentent le deuxiéme groupe de chélateurs
intracellulaires, uniquement rencontrés dans le régne végétal. De nature
peptidique, ces molécules sont classées dans une petite famille apparentée aux
MT, avec lesquelles elles partagent d’assez nettes similarités de structure et de
fonction : elles sont tres riches en Cys [formule générale (Glu-Cys)n-Gly (avec
n=2a 11)] et leur synthese est stimulée par la présence de métaux lourds (Cd,
Cu, Zn, etc...). Une différence essentielle avec les autres MT réside dans
I’origine biosynthétique des PC ; elles ne sont pas directement codées par le
génome mais sont synthétisées par une phytochélatine synthase, a partir d’un
tripeptide précurseur, le glutathion (Glu-Cys-Gly). Bien que les PCs soient
clairement impliquées dans la liaison des métaux intracellulaires, 1’activité PC

synthétase semble constitutive chez la plupart des plantes.

En effet, les écotypes tolérants ne présentent pas de concentrations accrues en
PC (De Knecht et al., 1992) ; il est donc difficile d’attribuer la tolérance des
phytoextracteurs naturels a la présence de phytochélatines. Néanmoins, Zhu et
al. (1999) ont montré, a partir de clones transformés de Brassica junceae, que la
surexpression des geénes intervenant dans la synthése du glutathion conduit a
une augmentation de la tolérance au cadmium via une augmentation du pool de

phytochélatines.
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Les acides organiques représentent un autre groupe de chélateurs naturels.
Sous cette dénomination sont classées des molécules diverses tels que des
acides dicarboxyliques (acides fumarique, malique, oxalique) ou des acides
tricarboxyliques (comme 1’acide citrique). Toutes ces petites molécules sont
clairement impliquées dans les phénomenes d’accumulation. On observe
souvent une stimulation de leur syntheése en présence de métaux lourds, ce qui
laisse penser qu’elles assurent le transport xylémien des ions métalliques depuis

les racines vers les parties aériennes de la plante.

De plus, des observations récentes ont clairement montré qu’au moins dans
certains cas, des acides organiques pourraient étre directement impliqués dans
les mécanismes de tolérance. Ainsi, les capacités d’hyperaccumulation et de
résistance de certaines variétés de blé noir (Fagopyrum esculentum) vis-a-vis de
I’aluminium sont directement dépendantes de la syntheése d’acide oxalique (Ma
et al., 1997). De méme, une synthése accrue de malate a été observée chez une
population tolérante de Festuca rubra se développant sur des dépéts riches en
Cu et Zn, par rapport a une population sensible provenant d’une prairie

(Harrington et al., 1996).

Les acides aminés libres, comme la proline, I’histidine et la cystéine,
s’accumulent lors d’un stress métallique et pourraient étre eux aussi impliqués
dans la chélation de divers métaux lourds, notamment du zinc et du nickel
(Briat et Lebrun, 1999 ; Bert, 2000). C’est ainsi que ’accumulation et la
tolérance au nickel dans le genre Alyssum semblent principalement dues a une

synthése accrue d’histidine (Kramer et al., 1996).

La compartimentation : Une des hypothéses 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
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appartenant a la famille des protéines GTP a été identifi¢ 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 (Chardonnens

etal., 1999).

Chez Rauvolfia serpentina, le cadmium forme, avec les phytochélatines, des
complexes de faible masse moléculaire (Low Molecular Weight (LMW)), qui
s’agregent les uns aux autres par des ponts sulfures pour former des complexes
de masse moléculaire élevée (High Molecular Weight (HMW)). Les HMW
pourraient alors €tre transportés par un complexe protéique spécifique dans la
vacuole. Le pH vacuolaire provoquerait alors la dissociation du complexe, et les
ions seraient pris en charge par les acides organiques présents, tels que le

malate, le citrate ou encore I’oxalate (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999).

3.4. Autres systémes de défense au stress métallique

D’autres mécanismes agissant contre les effets néfastes des meétaux lourds

peuvent étre mis en ceuvre chez les plantes :

Les transporteurs membranaires, de type pompe ATPasique, spécifiques
du cadmium seraient présents chez A. thaliana et réaliseraient un efflux actif

des ions métalliques a I’extérieur des cellules (Briat et Lebrun, 1999).

L’accumulation des metaux dans les feuilles &gées, juste avant leur
abscission diminuerait ainsi 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 Aagées), les
concentrations en Cu, Cd, Zn et Pb sont 3 a 8 fois celles des jeunes feuilles
(Dahmani-Muller, 1999). Cette observation suggere un transport interne depuis

des feuilles vertes, encore actives d’un point de vue photosynthétique, vers les
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feuilles qui sont sur le point de tomber, préservant ainsi la photosynthése tout en
détoxiquant la plante. Une accumulation de Cd a été €également observée dans

les trichomes de plusieurs espéces (Salt et al., 1995).

Les protéines de choc thermique (Hsp), déja réputées pour leur implication
dans le stress li¢ & un choc thermique, seraient également responsables de la

tolérance aux métaux toxiques.

En effet, des stress trés variés, ayant en commun de dénaturation des 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'H,0; induisait la synthése de protéines de choc thermique (Banzet et al.,
1998). De la méme facon, dans les cellules de Lycopersicon peruvianum
expos€¢es a ImM de cadmium, des quantités significatives d’Hsp70 ont été
relevées au niveau du plasmalemme, de la membrane mitochondriale et du
réticulum endoplasmique, sieges de multiples dégats du stress oxydant

provoqué par les métaux lourds (Neumann et al., 1994).

. La biosynthese 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 systémes
vasculaires et accélérant la réponse anti-oxydante par induction de 1’activité
ascorbate peroxydase, ainsi que la synthése de métallothionéines (Sanita di

Toppi et Gabbrielli, 1999).
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4. Adaptation aux Métaux lourds

Seuls certains taxons sont donc observés préférentiellement sur des sites riches en
métaux lourds, laissant supposer qu’outre la grande plasticité phénotypique de
certaines variétés opportunistes, des processus évolutifs sont impliqués dans cette
adaptation aux environnements métalliféres. Les bases génétiques de la tolérance ont
¢té largement étudiées (Antonovics et al., 1971 ; Baker, 1987 ; Macnair, 1990 ;
Macnair, 1993), mais peu de certitudes existent et beaucoup de travaux

supplémentaires sont encore nécessaires.

Il est généralement présumé que le phénomene d’adaptation est progressivement
acquis selon le processus classique de 1’évolution, en réponse a de nombreuses années
de pression de sélection. Il en résulterait que seul un petit nombre d’especes bien
définies seraient capables de se développer sur des terrains contaminés. Pourtant, il est
maintenant largement reconnu qu’un nombre important d’especes végétales communes

sont capables de coloniser rapidement des milieux nouvellement contaminés.

Cette observation sous tend 1’hypothése qu’un écotype (ou une population) adapté(e)
peut émerger rapidement aprés quelques années, voire méme en une seule génération
(Wu et al., 1975). Ce phénoméne est classiquement présenté comme un modeéle de
microévolution (Macnair, 1993) ; il repose sur 1’inductibilité¢ de la tolérance, au sein
des populations qui se développent habituellement sur des sites non contaminés et
présentent une tolérance moyenne plus faible. Cependant, en plus du phénomene

adaptatif, il apparait maintenant que la tolérance peut €tre un caractere constitutif.

L’une des premiéres études a ét¢ menée sur une espéce des milieux humides, Typha
latifolia (McNaughton et al., 1974). En comparant deux clones, I’un issu d’un terrain
contaminé par du zinc et I’autre issu d’un terrain non pollué, les auteurs ont montré
que cette espéce présentait une forte tolérance au zinc, mais aussi au plomb et au

cadmium, et ceci sans distinction entre les deux clones. Par la suite, cette observation a
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¢té confirmée pour différentes especes telles que Phragmites australis (Ye et al.,
1997b), Glyceria fluitans (Matthews et al.,2004), Carex rostrata (Matthews et al.,
2005), Andropogon virginicus (Gibson et Risser, 1982), Calamagrostis epigejos
(Lehmann et Rebel, 2004), Calluna vulgaris (Monni et al., 2000) et Arabidopsis
halleri (Bert et al., 2000).

Parmi les végétaux tolérants, il est possible de caractériser trois grands types différents
de stratégies vis-a-vis des contaminants métalliques, basées sur les rapports entre les
teneurs en métaux lourds du sol et celles des organes aériens des plantes considérées

(Baker, 1981). On défini alors :

_Les accumulateurs pour lesquels les métaux sont concentrés, souvent
préférentiellement dans les parties aériennes, quelle que soit la concentration

métallique dans le sol.

_Les « excluders » qui présentent une faible concentration foliaire, maintenue
constante par régulation du transport depuis les racines tant que la concentration dans
le sol reste relativement peu élevée. Dans le cas contraire, le mécanisme de régulation

est dépassé et une accumulation importante a lieu entrainant la mort de I’individu.

_Les indicateurs ne présentent aucun contrdle de la translocation. Par conséquent, les
concentrations racinaires et foliaires sont en équilibre, et proportionnelles aux teneurs
du sol. C’est le cas, par exemple, du pissenlit (Taraxacum officinale) qui accumule
divers métaux lourds en fonction de la pollution environnementale (Kuleff et
Djingova, 1984). Ces stratégies d’adaptation semblent entrainer souvent une
contrepartie pour les plantes, que 1’on appelle « le colit de la tolérance » (Antonovics

etal., 1971 ; Baker, 1987 ; Macnair, 1993).
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Certains ¢léments métalliques sont essentiels aux organismes vivants a de faibles
concentrations, mais, ils agissent a de fortes concentrations comme un facteur de stress
qui entraine une modification de la réaction physiologique. Le terme «sensibilitéx»

décrit les effets du stress, qui peuvent aller jusqu’a la mort de la plante.

Par opposition, le terme « résistance » fait référence a la réaction de la plante qui lui

permet de survivre face au stress métallique et d’assurer sa descendance (Levitt, 1980).

Deux stratégies principales sont impliquées dans ce phénoméne de résistance :

La stratégie d’évitement par laquelle les plantes se protégent du stress métallique en

limitant leur absorption ;

La stratégie de tolérance (terme qui sera utilisé dans la suite de ce travail comme
¢tant synonyme de résistance) qui fait référence aux réactions permettant de limiter les
effets néfastes des métaux dans I’organisme. Ces différents aspects sont abordés dans
ce chapitre de fagon a comprendre la physiologie de la plante vis-a-vis des métaux
lourds. Pour terminer, nous développerons les stratégies d’utilisation des plantes dans

une optique de phytoremédiation des sols contaminés.

5. Les Métaux Lourds dans la plante.

Parmi I’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables
aux processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthese
ou I’assimilation des macronutriments (azote, soufre...) (Kabata-Pendias et Pendias,
2001). Nombre de ces métaux, Cu, Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba sont aussi impliqués au
niveau de processus moléculaires tels que le contréle 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 (Rengel, 1999).
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En outre, certains ¢léments trace peuvent se présenter sous différents états d’oxydation
(Cu®* ", Cu"). Ils jouent ainsi un rdle d’accepteurs ou de donneurs d’électrons, trés
important dans les multiples systémes enzymatiques mettant en jeu des réactions

d’oxydoréduction (Chaignon, 2001).

Pour autant, les métaux lourds n’ont pas tous une fonction connue a ce jour dans le
métabolisme de la plante, et malgré la grande diversité des besoins et des niveaux de
tolérance aux métaux lourds chez les plantes, certains restent considérés comme des
poisons cellulaires pour lesquels les doses admissibles sont treés faibles. On retrouve

parmi les plus toxiques, Hg, Cr, Ni, Pb et Cd (Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

- Absorption racinaire

La voie principale d’absorption des métaux se fait par simple diffusion au travers de
I’apoplaste du cortex racinaire et de ’endoderme (voie apoplastique). Le transport des
¢léments métalliques a travers la paroi cellulaire se fait passivement (non métabolique
et donc dans le sens du gradient de concentration) par les pores du réseau de la
cellulose, de I’hémicellulose et des glycoprotéines. Cependant, une partie des ions peut
étre adsorbés par les charges négatives de surface de 1’acide polygalacturonique des

pectines, qui agissent comme des échangeurs d’ions (Briat et Lebrun, 1999).

Puis au niveau de I’endoderme, le transport peut devenir actif au niveau de la
membrane plasmique des cellules de la bande de Caspary (voie symplastique),
autorisant cette fois un transfert contre le gradient de concentration. Cependant, les
mécanismes exacts de I’absorption sont encore mal connus, en particulier pour certains
¢léments comme le Cu (Greger, 1999 ; Chaignon, 2001), et différent selon 1’espece

métallique.

29



Introduction

On considére de nos jours que le plomb et le nickel sont absorbés passivement via
certaines protéines de type purine, alors que le zinc et le cuivre sont absorbés
activement par une protéine de transport s€lective, nécessitant de 1’énergie (Kabata-

Pendias et Pendias, 2001).

Par ailleurs, bien que le transport actif soit en principe spécifique, certains cations
toxiques (Cs, Cd, Pb ou Cr) sont des compétiteurs potentiels vis-a-vis des cations
essentiels. Par exemple, le cadmium semble étre un compétiteur connu du calcium en
empruntant les canaux calciques membranaires (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999 ;
Greger, 1999) Ou 70% du Cd entrerait par ce biais dans la racine (Greger, 1999). Une
partie des métaux apoplastiques peut donc rejoindre la voie symplastique puis le

xyléme par les plasmodesmes.

- Translocation

Apres leur absorption, le transport des ¢léments dans le xyleme de la plante vers les
parties aériennes, appelé « translocation », peut nécessiter ou non la prise en charge
des ¢léments par des agents complexants, tels que les acides organiques, les acides
aminés et divers peptides : le fer est pris en charge par le citrate ; le zinc peut étre
transporté par un complexe anionique (Alloway, 1995); la majorité du cuivre et une
partie du nickel sont chélatées par un acide polyaminopolycarboxylique encore non
identifié¢ chez la tomate (Foy et al., 1978) ; le cadmium est transporté sous forme libre

(Greger, 1999).

Chez certaines espéces la translocation d’éléments toxiques est plus importante que
chez d’autres, pouvant conduire a une accumulation des métaux dans les feuilles et les
autres parties aériennes, sans que 1’on sache avec rigueur si elle est due a un transport

plus actif ou une absence d’immobilisation dans les racines (Foy et al., 1978).
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Le transport des éléments toxiques par le phloeme est moins évident du fait que les
cellules qui le constituent sont vivantes et forment un piege supplémentaire (Greger,
1999). Toutefois, chez certaines plantes, la nicotianamine, dérivée de la méthionine,
pourrait étre responsable du transport des métaux, Fe, Cu, Zn et Mn, dans la séve du

phloéme (Briat et Lebrun, 1999).

- Accumulation

Certaines plantes accumulent des quantités inhabituelles d’¢léments métalliques ; 100
mg/kg de matiere séche pour le Cd, 1000 mg/kg pour le Ni, le Cu, le Co ainsi que 10
000 mg/kg pour le Zn et le Mn. Ces especes sont alors qualifi¢es de plante «
hyperaccumulatrice » (Alyssum bertolonii, Sebertia acuminata, Silene cobalticola,
Thlaspi caerulescens, Brassica napus, Pteris vittata) (Brooks, 1998). Ainsi, plus de
400 especes hyperaccumulatrices sont recensées, dont plus de 300 pour le nickel et
seulement une pour le cadmium. A part une possible résistance a la sécheresse et aux
herbivores (Boyd, 1998), il est encore impossible d’attribuer ce phénoméne a un
avantage sélectif quelconque. Dans la cellule, les métaux ayant pénétré dans le
cytoplasme sont pris en charge par diverses molécules afin de les stocker ou d’éviter

tout dommage cellulaire.

6. Utilisation des plantes dans la réhabilitation des sols

Afin de pallier les principales limitations des méthodes actuellement disponibles dans
les stratégies de dépollution, les recherches s’orientent depuis quelques années vers
’utilisation de plantes supérieures. On sait en effet depuis longtemps que la présence
d’un couvert végétal induit ou stimule la biodégradation d’une grande variété de

contaminants organiques (Reilley et al., 1996)
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Par ailleurs, certaines plantes, dites métallophytes, sont capables de se développer
normalement sur des sites fortement contaminés par divers métaux et certains de ces
végeétaux, qualifiés d’hyperaccumulateurs (Brooks, 1998), sont capables de stocker
massivement les métaux dans leurs parties aériennes. Ainsi, les études concernant
I’écophysiologie et le métabolisme des plantes supérieures en milieu contaminé, ont
progressivement permis d’insérer le concept de phytoremédiation a c6té de celui de

bio-remédiation des sites pollués.

Aujourd’hui, le terme de phytoremédiation est largement accepté et regroupe toutes les
méthodes basées sur 'utilisation de végétaux supérieurs dans un but de dépollution.
Malgré leur développement récent, ces méthodes sont variées et des résultats
encourageants ont d’ores et déja été obtenus pour des problématiques diverses. Plus
précisément, les quelques études réalisées a ce jour permettent d’envisager cinq types

de stratégies de phytoremédiation particuliérement prometteuses :

. La phytoextraction est basée sur 1’utilisation de végétaux hyperaccumulateurs, qui
absorbent les métaux du sol et les accumulent dans des organes aériens faciles a
récolter (Mc Grath, 1998). Cette méthode, qui se révele efficace pour une grande
variét¢ de métaux lourds (Pb, Cd, Ni, Zn, ...), est aujourd’hui proposée par de

nombreuses sociétés américaines.

La phytostimulation exploite 1’effet stimulant de la rhizosphére sur la dégradation
microbiologique des composés organiques. Cette démarche est notamment utilisée
depuis plusieurs années par I’armée américaine dans le cadre de la dépollution de sites

contaminés par des explosifs (TNT) ou par des herbicides.
La phytovolatilisation permet la transformation en produits volatiles puis le relargage

dans I’atmosphére d’éléments tels que le mercure ou le sélénium. Cette approche,

encore au stade expérimental, fait actuellement I’objet de recherches tres actives ; les
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résultats récents (Bizily et al., 1999) dans ce domaine sont particulierement

encourageants.

_La rhizofiltration utilise les capacités élevées du systéme racinaire de certains
végétaux pour fixer les polluants d’un milieu liquide. Cette méthode a notamment été

testée en Ukraine dans le cadre de la dépollution du site de Tchernobyl.

La phytostabilisation n’est pas une méthode de dépollution sensu stricto, mais elle
permet de diminuer la mobilité des contaminants en limitant 1’érosion et le lessivage
du sol. Cette approche vise ainsi a limiter les risques de transfert de la pollution en
dehors du sol contaminé et permet en méme temps une meilleure intégration paysagere

pour des sites présentant d’importants volumes impossibles a stocker en décharge.

Ces quelques exemples, loin d’étre exhaustifs, montrent que le recours aux végétaux
supérieurs dans les stratégies de dépollution est considéré avec un intérét croissant.
Cette tendance est particulierement marquée sur le continent Nord-Américain ou une
vingtaine de brevets a été déposée au cours de ces 7 dernieres années. Certains d’entre
eux protegent une méthodologie spécifique et bénéficient d’une couverture
internationale (Raskin et al., 1994 ; Chaney et al., 1998), alors que les autres ont trait a
des mises au point techniques ou a I’utilisation d’espéces végétales. Cependant, a
I’heure actuelle, le principal obstacle au développement de la phytoremédiation réside
dans le faible nombre d’especes potentiellement utilisables a 1’échelle industrielle. 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 qui limitent 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 végétaux utilisés ; ce
parametre est par essence tres difficile a controler et représente une limitation
supplémentaire de la méthode. Par conséquent, il est nécessaire de poursuivre les
recherches afin de sélectionner de nouvelles plantes tolérantes et/ou accumulatrices et

de mieux comprendre leur comportement sur site pollué.
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= Cas de la Tomate

La tomate (Lycopersicon esculentum) est originaire de 1’Amérique du sud
(Bolivie, Mexique et Pérou). Les mexicains I’appelait « tomati» appellation dérivé

8™ siécle, la tomate a

d’un mot aztéque « zitomati » (laummonier, 1979 ). Au 1
¢té introduite en Espagne et en Italie et de 1a dans les autres pays du bassin
méditerranéen et d’Europe ou on la pour longtemps considérée comme une plante
ornementale on la croyait aussi toxique comme d’autres plantes (belladone,
morelle) de la famille des Solanacées. Ce n’est qu’au 19°™ siécle que la tomate a
commencée a é&tre consommée. Depuis cette époque, elle a connu un

développement considérable et cela dans tous les pays du monde (Bourgeois,

1999).

La tomate cultivée « Lycopersicon esclentum , Mill » appartient a la famille des
Solanacées, espece diploide avec 2h = 24 chromosomes, chez laquelle il existe de
nombreux mutants mono géniques dont certains trés importants pour la sélection

(Gallais et Bannerot, 1992).

I1 semble y avoir peu de renseignement au sujet de la sensibilité de la tomate et sa
réponse physiologique au stress oxydatif induit par le cadmium bien qu’elle est
classée en seconde rangée parmi les végétaux les plus importants dans le domaine

de plantation (Jing Dong et al, 2006).

Plusieurs ¢tudes ont été réalisées sur la tomate afin de mettre en évidence 1’effet
des métaux lourds sur différents parametres physiologiques (croissance,
respiration, .....), biochimiques (protéines, chlorophylle, activités enzymatiques,
...) et agronomiques d’une part et de son effet accumulateur capable d’absorber les

métaux du sol et de le concentrer dans des parties qui seront récoltées d’autre part.
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B. Le Cadmium

1. Propriétés fondamentales

Le cadmium a une grande résistance a la corrosion ; son point de fusion est bas ; il a
une bonne conductivité de 1’¢lectricité ; ses produits dérivés ont une bonne résistance
aux fortes températures ; il présente des caractéristiques chimiques proches de celles
du calcium, en particulier le rayon ionique, facilitant ainsi sa pénétration dans les

organismes (Borchardt, 1985).

Le cadmium est un ¢lément rencontré en milieu aquatique sous diverses formes
physiques (dissoute, colloidale, particulaire) et chimiques (minérale ou organique). Un
ensemble de variables physicochimiques du milieu (salinité, pH, potentiel redox,
caractéristiques sédimentologiques, nature géochimique des particules, concentration
en chlorures) gouvernent les transformations du cadmium dans I’environnement

(Gonzalez et al., 1999; Chiffoleau et al., 2001

2. Utilisation

Le cadmium est naturellement présent a 1’état de traces dans les roches superficielles
de I’écorce terrestre, ce qui en fait un élément plus rare que le mercure et le zinc. [l y a

deux origines principales de présence de cadmium:

Le cadmium primaire est principalement associé¢ au zinc dans les minerais de zinc
(blende) (0,01 a 0,05%) et donc sous-produit de la métallurgie du zinc qui donne en
moyenne 3 kg de cadmium par tonne de zinc. Le cadmium est également présent dans
des minerais de plomb et de cuivre ainsi que dans des phosphates naturels (Jordanie,
Tunisie). Les wusages de cadmium se situent principalement en électricité
(accumulateurs), en électronique, en métallurgie (traitement des surfaces par
cadmiage) et dans I’industrie des mati¢res plastiques (stabilisateur de polymeres)

(Ramade, 1992).
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Le cadmium secondaire est produit par recyclage (accumulateurs Ni/Cd, alliages
Cu/Cd, poussieres d’aciéries, incinération d’ordures ménageres) représentant des
causes de pollution de I’environnement. A 1’image du mercure, les combustions des
dérivés fossiles du carbone introduisent également ce métal dans 1’atmosphere
(combustion produits pétroliers et charbon). Aussi, le transport de ce polluant peut

couvrir de grandes distances.

3. Cycle et source naturelle anthropique

Le cadmium rejeté dans ’atmosphere provient de sources naturelles et anthropiques.
Le cadmium présent dans la crolite terrestre peut étre dispersé dans 1’air par
entrainement de particules provenant du sol et par les éruptions volcaniques.
Cependant, les activités industrielles telles que le raffinage des métaux non ferreux, la
combustion du charbon et des produits pétroliers, les incinérateurs d’ordures
ménageres et la métallurgie de 1’acier constituent les principales sources de rejet
atmosphérique. Dans I’eau, le cadmium provient de I’érosion naturelle, du lessivage
des sols (engrais phosphatés) ainsi que des décharges industrielles et du traitement des

effluents industriels et des mines.

4. Propriété biologique et toxicité

Contrairement & de nombreux métaux, le cadmium n’a aucun réle métabolique connu
et ne semble pas biologiquement essentiel ou bénéfique au métabolisme des étres
vivants. Il remplace parfois le Zn dans des systeémes enzymatiques carencés en Zn

chez le plancton (Price et Morel, 1990; Lane et Morel, 2000).

Le cadmium présente des risques chez le consommateur. Méme a de faibles
concentrations, il tend a s’accumuler dans le cortex rénal sur de trés longues périodes
(50 ans) ou il entraine une perte anormale de protéines par les urines (protéinurie) et
provoque des dysfonctionnements urinaires chez les personnes agées. Chez I’homme,

le phénomene de toxicité aigué est connu depuis 1950 sous le nom de syndrome d’Itai-
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Itai défini par [D’association d’une insuffisance rénale avec ostéoporose
(déminéralisation et fragilisation des os) et ostéomalacie (déminéralisation et
déformation des os). Son nom provient des cris poussés par les malades, riziculteurs
ages de 40 a 60 ans, du bassin de la riviere Jintsu au Japon, intoxiqués par I’eau de
boisson et la consommation de riz contaminés par les rejets d’une usine de métaux non

ferreux.

Le Cd n’est pas un nutriment pour les plantes, il est toxique et peut étre accumulé dans
différents tissus et organes (Thévenod et al , 1999) et préférenticllement au niveau des
racines des plantes supérieurs (Kovacevic et al , 1999 ; Vitoria et al., 2001), et dont les
concentrations diminuent dans 1’ordre suivant : racines vielles > racines nouvelles >
tiges > feuilles > organes reproducteurs ( Leita et al ,1991). Il a été montré que le Cd
interfeére avec la biosynthése de la chlorophylle et peut inhiber les enzymes du cycle de
Calvin (Van Assch et Clijters , 1990). En plus, il inhibe les activités des autres
enzymes impliqués dans le métabolisme du nitrogéne (Boussama et al, 1999a ;
Boussama et al, 1999b ; Kumar et Dubey, 1999), la glycolyse , la voie des pentose
(Chugh et Sawhney , 1999) et I’assimilation du sulfate (Lee et Leustek, 1999). Un
groupe de peptides qui est relié au gluthation et phytochelatine (Leopold et al, 1999)
peut lier le Cd a d’autres métaux lourds (Grill et al, 1987 ; Freiderich et al , 1998 ;
DiToppi et al ,1999). Il a été souvent montré que le Cd peut induire des stress

thermiques et oxydatives (Kavita Shah et al , 2001).

Chez les plantes le Cd peut causer la production des espéces réactives a 1’oxygene
(ROS) (Ferreira et al , 2002), il provoque aussi une baisse de la respiration

mitochondriale (Penada-Saraiva , 1975).

Le JECFA (Joint Expert Comittee for Food Additives) comité mixte FAO/OMS, a
recommandé chez I’homme une dose hebdomadaire tolérable (DHT) de 7 pg de
cadmium par kilogramme de poids corporel et par semaine. Il faut noter que, outre la
boisson et la nourriture, le tabagisme est une source importante de cadmium notée

dans toutes les études épidémiologiques. De la méme fagon que pour le mercure, le
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reglement (CE) n° 466/2001 fixe les quantités maximales de cadmium dans les denrées

alimentaires (1mg.kg-1 poids humide).

5. Bioaccumulation du Cadmium

Dans les premiers temps de la cinétique de bioaccumulation, la pénétration du
cadmium dans les cellules est lin€aire en fonction du temps et directement
proportionnelle a sa concentration dans I’eau (George et al., 1978; Kohler et Riisgard,
1982; Poulsen et al., 1982; Chong et Wang, 2001). Elle n’est pas affectée par la
température. Borchardt (1983 et 1985), en marquant les algues avec du Cd109 et I’eau
avec du Cd115 met en évidence la prépondérance de la voie dissoute par rapport a la
voie particulaire et montre que seulement 1% de la quantité de Cd dans la chair de
moules a pour origine la voie particulaire. La principale entrée se fait donc par 1’eau a
travers les surfaces externes, principalement par les branchies qui représentent une
surface considérable (Carpene et George, 1981; Borchardt, 1983; Borchardt, 1985;
Riisgard et al., 1987). En paralléle, il montre que I’absorption de Cd en solution est en

corrélation linéaire avec la quantité de nourriture ingérée.

Les branchies sont donc 1’organe d’entrée principal. La biodisponiblité des especes de
cadmium dissous dépend des mécanismes de capture. La diffusion passive ou facilitée
via les canaux a4 Ca®" a travers la bicouche lipidique semble étre le processus de
capture le plus fréquent (Simkiss et Taylor, 1995). Les formes ionisées avec des

chlorures et des hydroxydes doivent étre considérées principalement.

Enfin, il est a noter qu’aucune donnée convaincante ne permet de constater une
biomagnification du cadmium dans les réseaux trophiques. Au contraire, il semble
qu’une diminution des concentrations avec 1’augmentation du niveau trophique soit la
situation la plus couramment observée (Amiard-Triquet et al., 1982; Amiard-Triquet et

al., 1993).
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6. Réglementation

Du fait de la gravité des effets des métaux sur la santé et des contaminations dans
I’environnement, des réglementations ont ¢té¢ adoptées, a tous niveaux, visant a limiter
les émissions ou réduire les usages des valeurs sanitaires et environnementales
utilisées pour la population générale et concentration sans effet prévisible pour

I’environnement (PNEC: Previsible Non Effect Concentration).

Pour les PNEC Inéris, la date de la derniére mise a jour de la fiche est pour le Hg
(2003), Ie Cd (2004), Ie Pb (2003), le Zn (2003) et le Cu (2004). Ces fiches suivent les
¢valuations des risques en cours et pour certaines les propositions doivent é&tre

revisitées.

C. Le stress oxydant :

1. Définition

Pour définir le stress oxydant, il faut avant tout définir ce que sont les radicaux libres.
Un radical libre est une espece chimique contenant un électron célibataire non apparié
au niveau de son orbitale ¢électronique périphérique, cet état confére a la molécule une
grande instabilité et une réactivité vis-a-vis d’autres molécules. Ce déséquilibre n’est
que transitoire et est comblé soit par I’acceptation d’un autre électron soit par le
transfert de 1’¢électron libre sur une autre molécule. La probabilité entre ces deux
possibilités dépend essentiellement de I’instabilité du radical libre (Kohen R. et Nyska
A., 2002 ; Klein J.A. et Ackerman S.L., 2003). Les Radicaux Oxygénés Libres (ROL)
sont nommés également « Dérivés Réactifs de I’Oxygeéne » (DRO) ou, pour les anglo-
saxons « Reactive Oxygen Species » (ROS), « Reactive Oxygen Intermediates » (ROI)
ou encore « Reactive Oxygen Métabolites » (ROM) (Aurousseau B., 2002).
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Le stress oxydant cellulaire est classiquement défini comme étant ’altération de la
balance redox intracellulaire en faveur des conditions oxydantes. Les agents et stimuli
endogenes ou exogenes a l’organisme induisant la production de substances pro-
oxydantes hautement cytotoxiques sont nombreux, citons par exemple : le
métabolisme cellulaire (respiration oxydative mitochondriale, dégradation de
composés étrangers par le systéme du cytochrome P450) ; I’action d’enzymes
(xanthine oxydase, lipoxygénases (LO), cyclooxygénases (COX), NADPH oxydase,
etc.), de cytokines et de mitogenes ; la réponse immunitaire ; I’exposition excessive a
des facteurs environnementaux (xénobiotiques, sels métalliques, irradiation ionisante,

pathogenes, etc.).

La production de substances oxydantes est un phénoméne normal ! Elles possédent de
nombreuses propriétés bénéfiques incluant 1’émission de signaux de prolifération, la
régulation de nombreuses activités enzymatiques, etc. A contrario, I’émergence d’un

stress oxydant perturbe 1’équilibre redox intracellulaire.

L’accumulation excessive des substances pro-oxydantes représente une attaque
potentiellement toxique. Elles exercent des effets délétéres incluant la peroxydation
des lipides et l'oxydation des protéines qui induisent des dysfonctionnements
membranaires, 1’oxydation de ’ADN et des autres composants cellulaires. Ces
phénomenes induisent a leur tour la production de substances toxiques secondaires
contribuant a 1’aggravation des effets précités. Enfin, I’exposition aux agents du stress
oxydant induit potentiellement de nombreuses atteintes tissulaires aigués ou

chroniques, des pathologies inflammatoires, la carcinogenese et le vieillissement.

La cellule possede au moins trois niveaux de défense contre les especes

réactives de I’oxygene :
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* La premiere ligne de défense antioxydante est assurée par des systeémes de piégeurs
non-enzymatiques tres réactifs. Les trois systémes redox les plus importants trouvés
communément dans les cellules sont le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH/NADP+), la thioredoxine (TRXred/TRXox), et enfin le GSH qui est le thiol
cellulaire prédominant dont les changements de concentrations [GSH]/[GSSG]

reflétent directement les altérations redox intracellulaires.

* La seconde ligne de défense agit en synergie avec les agents antioxydants non
enzymatiques. Elle est constituée d’enzymes de détoxication telles la superoxyde
dismutase (SOD) et la catalase qui limitent la propagation des espéces réactives de
I’oxygene et, par conséquence, les dommages provoqués par leurs interactions avec les
macromolécules cellulaires. Cependant, pour pallier a leur spécificit¢ de substrats
limitée, I’action de ces enzymes est secondée par 1’activité de certaines isoformes des
glutathion peroxydases (GPX) et glutathion S-transférases (GST) capables de réduire

les peroxydes en composés moins toxiques,

* Une troisieme ligne de défense doit €tre signalée mais ne sera pas discutée ici. Les
produits finaux des enzymes de détoxication peuvent étre conjugués au GSH et
¢vacues par des transporteurs membranaires appelés protéines de multi-résistance aux

drogues.
2. La réponse adaptative au stress oxydant

La capacité de résister au stress oxydant est essentielle pour la survie de 1’organisme.
De nombreux mécanismes protégent les cellules contre les éléments étrangers et les

especes réactives de 1’oxygene.

L’accumulation intracellulaire des substances pro-oxydantes toxiques est empéchée
par l’action de composés antioxydants mais aussi par 1’action de systemes

enzymatiques antioxydants.
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Un certain nombre de génes codant pour des protéines impliquées dans ces processus
peuvent étre induits par les composés contre lesquels ils fournissent une protection,
permettant ainsi aux cellules de survivre a 1’exposition aux xénobiotiques et aux
oxydants. Un des mécanismes d’adaptation de la transcription au stress oxydant
implique les régions génétiques régulatrices nommées «Antioxidant Response

Elements » (ARE) ou, alternativement, « Electrophile Response Elements » (EpRE).

= Les especes Réactive a I’Oxygene ROS

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un
role particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composés biochimiques de la cellule, ces radicaux primaires dérivent
de I’oxygeéne par des réductions a un ¢électron tels 1’anion superoxyde (O,°) et le
radical hydroxyle (°OH), ou I’azote tel le monoxyde d’azote (NO°) (Favier A., 2003).
D’autres espéces dérivés de 1’oxygene dites espéces actives de 1’oxygéne comme
’oxygéne singulet ('0,), le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) ou le nitroperoxyde
(ONOOH) ne sont pas des radicaux libres mais sont aussi réactives et peuvent étre des

précurseurs de radicaux.

=  Source et formation des dérivés ROS

L’environnement dont lequel nous vivons mais aussi notre mode de vie sont a 1’origine
d’une augmentation de la production des ROS dans notre organisme (Castronovo V.,

2003).
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Les médicaments par exemple, substances étrangeres, sont capable d’induire un état du
stress oxydatif sévere. Aux niveaux hépatiques, les médicaments sont soumis aux
réactions de détoxification qui diminuent rapidement leurs réactivités. Deux types de

réactions biochimiques sont utilisés :

La premicre phase de la détoxification est assurée par les enzymes de la famille des
cytochromes oxydases P450 et implique notamment des réactions d’oxydation, la
deuxiéme phase consiste a la conjugaison des substrats oxydés avec des molécules

comme 1’acide gluconique ou les groupements sulfates (Castronovo V., 2003).

D’autres sources exogenes peuvent induire un stress oxydant tel que: Les
rayonnements ¢lectromagnétiques, certains métaux de transition, les fumées de
combustions (de cigarette, de bois, de matériaux de construction), les produits
chimiques (antiseptiques, médicaments, pesticides, produits toxique tel le CCL4 et les
solvants, les poussieres d’amiante et de silice) sont autant des facteurs qui contribuent
a la genese des radicaux libres. Signalons également qu’un stress intellectuel ou
thermique, agents infectieux ainsi qu’un exercice physique intense mal géré peut

générer un stress oxydant (Castronovo V., 2003 ; Favier A., 2003).

Il existe également des sources endogénes, au niveau cellulaire, potentielles des
radicaux libres que ce soit au niveau des mitochondries, des membranes, du réticulum
endoplasmique ou tout simplement du cytosol. De maniere générale, toute réaction
biochimique faisant intervenir de 1’oxygeéne moléculaire est susceptible d’étre a
I’origine d’une production des radicaux libres oxygénés. Les sources cellulaires des
ROS sont enzymatiques et non enzymatique (Thannickal V.J. et Fanburg B., 2000 ;
Servais S., 2004;).
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= | es métaux lourds induisent I’accumulation de ROS

Le role des métaux lourds dans la formation des ROS est li¢ 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 ¢€lectrons susceptibles de réduire 1’oxygene et ses dérivés. La plus connue de
ces réactions est la réaction de Fenton (1) qui se produit en présence de fer ferreux et
qui conduit a la réduction du peroxyde d’hydrogéne (H,0O;) en radical hydroxyl (°OH)
et en anion hydroxyl (OH) :

H,0, + Fe?* —> °OH + OH+ Fe** (1)

Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui possédent un ¢lectron célibataire
qui, parce qu’il n’est pas appari¢ a un autre électron de spin opposé, confere a la
molécule une tres forte réactivité. Le radical hydroxyle °OH, produit au cours de cette
réaction, est un puissant agent oxydant. D’autres réactions de ce type faisant intervenir
des métaux réduits ont également été décrites, telle que la réaction d’Haber-Weiss (2)
au cours de laquelle le peroxyde d’hydrogéne réagit avec un radical superoxyde,
comme |’anion superoxyde O°,, aboutissant, 1a encore, a la production du radical
hydroxyle.
H,O0,+0° —> °OH+ OH+ (2)

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 systeme anti-oxydant ou un €puisement 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 (Sanita di

Toppi et Gabbrielli, 1999).
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= |mplication des mitochondries dans le stress oxydatif des ROS

En addition a la synthése d’ATP, la chaine respiratoire mitochondriale est une source
puissante des ROS et de ce fait elle est impliquée dans la genése de la plupart des
pathologies humaines et animales. Il est estimé que dans les conditions normales 1-4%

de I’oxygene consommé est incomplétement réduit en superoxyde.

Dans la mitochondrie, il existe neuf sites responsables de cette production qui sont
ubiquitaires dans les mitochondries des mammiféres, mais ’expression et la capacité
de production différent selon les tissus. Bien que ces sites aient €¢t¢é montrés comme
producteurs de ROS en quantité appréciable, 1’évolution des concepts a permis de
confirmer I’importance des complexes I et II dans la production de ROS (Morin D., et

al., 2004 ; Andreyev A.Y. et al., 2005).

3. Les Biomarqueurs

Les biomarqueurs sont des variations biochimiques, physiologiques, histologiques ou
morphologiques, mesurées chez des organismes exposé€s a des conditions de stress
liées a la présence de substances chimiques dans 1’environnement (Huggett et al.,
1992). Ils présentent la réponse biologique initiale des organismes face a des
perturbations ou des contaminations du milieu dans lequel ils vivent. En conséquence
ils sont en général plus sensibles que les parametres mesurés a un niveau supérieur
d’organisation biologique tel que I’organe, 1’individu ou la population (Stegman et al.,

1992)

Parmi les mécanismes de défense qui contribuent a la détoxification des especes

réactives, il est possible de distinguer des systémes enzymatiques et non enzymatiques.
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Les Biomarqgueurs Enzymatiques

» Lasuperfamille des glutathion peroxydases

Les GPX catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogeéne et des hydroperoxydes

organiques en eau et en alcool, respectivement, aux dépens de I’oxydation du GSH

réduit, c’est-a-dire avec production concomitante de GSSG.

Plusieurs familles d’enzymes posseédent une activit¢ GPX. Leur classification

¢lémentaire repose sur leur dépendance vis-a-vis du sélénium, aussi I’on distingue les

GPX dont I’activité peroxydase est dépendante ou non du sélénium (Hayes et

McLellan, 1999 ).

Les glutathion peroxydases dépendantes du sélénium

Les GPX dépendantes du sélénium constituent une sous-famille de peroxydases.
L’enzyme prototype de la famille multigénique des GPX est GPX1. Trois autres
peroxydases apparentées ont ¢été identifiées et baptisées GPX2 ; des
protéines non-apparentées possedant une activité peroxydase ont également été

identifiées.
Les glutathion peroxydases indépendantes du sélénium

GPXS5 présente 50% d’identités de séquence avec GPX1 mais son activit¢ GPX
est indépendante du sélénium. GPXS5 est une isoforme sécrétée trouvée dans les
fluides ¢épididymaux présentant une faible réactivité pour H,O, et les
hydroperoxydes organiques. Il semble que sa fonction biologique soit liée a la

protection des spermatozoides contre les dommages du stress oxydant.
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» La superfamille des glutathion S-transférases

Les Glutathion S-Transférase (GST) forme une superfamille d’enzymes
multifonctionnelles pour la plupart cytosoliques, que 1’on trouve dans la plupart
des organismes animaux comme végétaux (Pascal et Scalla, 1999). Les GST
existent sous forme d’homo- ou hétérodimeres avec une masse moléculaire aux
alentours de 25KDa. Elles peuvent étre classées en plusieurs familles, a savoir
alpha, mu, pi, sigma et théta, cette derniére famille comprenant les GST

végétales, mais aussi bactériennes et d’insectes (Marrs, 1996).

Les GST catalysent la réaction de conjugaison (attaque nucléophile) du
tripeptide glutathion (GSH) sur des substrats électrophiles endogenes ou
exogeénes (Pascal et Scalla, 1999 ; Plaisance et Gronwald, 1999 ; Reade et
al.,1999). Les conjugués GSH-substrat résultants sont plus polaires et moins
toxiques que les composés d’origine. Ils sont transloqués dans les vacuoles
cellulaires des plantes par des pompes ATP-dépendantes, et accessibles pour

les étapes meétaboliques ultérieures (Marss, 1996).

De nombreuses GST possédent ¢également une activité peroxydase
indépendante du sélénium contribuant a la réduction d’hydroperoxydes
organiques (hydroperoxydes d’acides gras, de phospholipides et d’ADN
générés par la peroxydation des lipides et lors des dommages d’oxydation de

I’ADN, respectivement) dans leurs alcools correspondants. Elles protégent les
membranes : la détoxication des hydroperoxydes de lipides peut étre réalisée in
situ par les GST microsomales alors que leur détoxication par les GST
cytosoliques requiert la libération préalable des hydroperoxydes d’acides gras
de la membrane par la phospholipase A2. Les GST complétent ’action des

GPX dans la seconde ligne de défense enzymatique antioxydant.
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» La Catalase (CAT) :

La catalase (CAT) est une enzyme cytolosique inductible dont la fonction est de
protéger les systemes biologiques contre les especes réactives de 1’oxygene
(Roméo et al., 2000). Il s’agit d’une hémoprotéine tétramérique qui, avec un
atome de fer par sous unité, a une masse d’environ 240KDa. Ces enzymes
agissent en synergie avec les SODs puisque leur role est de catalyser la
réduction du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygeéne moléculaire selon la

réaction suivante : 2H,0, ____, 2H,0+0;,

Tres ubiquitaire, sa localisation peroxysomale fait de la catalase une enzyme
antioxydante complémentaire de la SeGPX contre la peroxydation induite par

le peroxyde d’hydrogene (Cossu et al., 1997).

» Les superoxyde-dismutases, (SODs)

Ils sont responsables de la dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne (H202), selon la réaction suivante: 207°, + 2H—» H202 + O2.
Ces enzymes existent sous différentes isoformes, dont la structure d’ensemble
est tres bien conservée au cours de 1’évolution : le repliement tridimensionnel
forme un puits hydrophobe au centre de la protéine, dans lequel se glisse I’anion
superoxyde. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal divalent situé
au cceur de l’enzyme. Selon la nature de ce métal on distingue les
superoxyde-dismutases @ manganese (Mn-SOD) localisées dans les
mitochondries, les superoxyde-dismutases a cuivre-zinc (Cu/Zn-SOD),
cytosoliques et enfin, les superoxydedismutases a fer ferreux (Fe-SOD),

localisées dans le chloroplaste.
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» Les peroxydases (POX)

Ils permettent, comme les catalases, la réduction de H,O, en eau et en oxygene
moléculaire. 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 : 1’acide ascorbique (ASC) et le glutathion (GSH).
Ces deux molécules participent au cycle « ascorbate/glutathion » (Noctor et
Foyer, 1998 ; Foyer et Noctor, 2000), dont la premicre étape consiste en une

réduction du peroxyde d’hydrogéne en H,O, couplée a une oxydation de
I’ascorbate en monodéhydroascorbate (MDHA) ; cette étape est catalysée par
I’ascorbate peroxydase (APX). Pour permettre la poursuite de cette réaction,
I’ascorbate oxydé doit étre a nouveau réduit. Pour cela, deux voies (directe et

indirecte) de régénération de 1’ascorbate coexistent :

La réduction directe du MDHA par la monodéhydroascorbate réductase
(MDHAR) via I’oxydation d’une molécule de NAD(P)H. Cependant, le MDHA
est une molécule relativement instable qui a tendance a se dismuter

spontanément en déhydroascorbate (DHA) et ascorbate.

La seconde voie de régénération de 1’ascorbate consiste donc en une réduction
du DHA par la déhydroascorbate réductase (DHAR), couplée a une oxydation
du GSH. Enfin, le glutathion oxydé¢, produit au cours de cette dernicre réaction,

est régénéré en GSH grace la glutathion réductase (GR).
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= Les Biomarqueurs non Enzymatiques

Pour ce qui est des mécanismes non-enzymatique, le recherche de biomarqueurs
s’est orientée vers de nombreux composés intervenant habituellement en tant
que ligand intracellulaire des métaux ou participant a D’exclusion et la
détoxification de ceux-ci (groupements thiols, et en particulier glutathion
réduit (GSH) et phytochélatines). En effet, le GSH et les autres thiols protégent
contre les oxyradicaux et les métaux pro-oxydants (Cu, Fe) (Rijstenbil et al.,

1994).

> Le Glutathion

Le glutathion (L-y-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) est un (voire « le »)
composant vital de la protection antioxydante cellulaire. C’est un tripeptide
ubiquitaire retrouvé chez les mammiféres, la plupart des plantes et les
microorganismes. Dans les conditions physiologiques, le glutathion réduit
(GSH), résistant a I’oxydation spontanée, est maintenu en équilibre dans le
cytosol avec sa forme oxydée disulfure (GSSG). Sa concentration cytosolique,
de ’ordre du millimolaire, en fait le thiol non-protéique prédominant. De plus,
la liaison carbone-azote entre les résidus glutamate et cystéine N-  terminaux

lui confére une grande stabilité.

La forme biologiquement active du glutathion est sa forme réduite qui contient
le résidu cystéine porteur d’un thiol hautement réactif et résistant a I’oxydation
spontanée. Le GSH réduit exerce de nombreuses fonctions protectrices vitales,
notamment dans la défense antioxydante. De fagon générale, le GSH maintient
1I’équilibre redox intracellulaire et les antioxydants non-enzymatiques (thiols et
vitamines) sous leur forme biologiquement active réduite, régule 1I’expression
et/ou 1’activation de facteurs de transcription sensibles a [’oxydation et

nécessaires au fonctionnement de la réponse antioxydante, exerce un effet
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cytoprotecteur en neutralisant les métabolites du stress oxydant a 1’aide de ses
propriétés réductrices et en servant de co-enzyme aux GST et GPX, sert de
forme de stockage et de transport permettant I’approvisionnement cellulaire en
L-cystéine, un acide amin€ essentiel, sert de cofacteur a plusieurs enzymes
(glyoxylases, formaldéhyde déshydrogénase, etc.). Enfin, le GSH module des
processus neuro-immunoendocrines, la synthése de  I’ADN, le métabolisme
des micro-tubules, la prolifération cellulaire et la réduction des

leucotriénes, etc. (Meister, 1988; Meister, 1989).

Le GSH joue également un role antioxydant en synergie avec des enzymes. La
superfamille des GPX est constituée de nombreuses molécules a activité
peroxydase impliquée dans la réduction/détoxication d’H,O, et/ou
d’hydroperoxydes organiques aux dépends du GSH réduit dans la réponse
cellulaire au stress oxydant. Leur fonction biologique est complété par 1’action
des GST qui, grace a la réponse cellulaire antioxydant adaptative régule la

réaction en chaine stress oxydant-inflammation.

Le GSH est synthétisé par la y-GCS et 1la GS. Il est consommé soit par une GPX
cytosolique, soit par les GST et GPX pour réduire le peroxyde d’hydrogéne ou
les peroxydes organiques geénérés par le métabolisme aérobie, respectivement.
Pour maintenir I’équilibre redox cellulaire, le GSSG est réduit en GSH par la
GSSG réductase aux dépens du NADPH, formant ainsi un cycle redox. Dans
des conditions sévéres de stress oxydant, la capacité de la cellule a réduire le
GSSG en GSH peut étre  dépassée induisant alors son accumulation dans le
cytosol. Pour maintenir 1’équilibre redox cellulaire, le GSSG est activement
exporté ou conjugué a un thiol protéique (PSH) pour former un conjugué mixte

disulfure (PSSG).
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En résumé le GSH et les enzymes dépendantes du GSH (GST et GPX)
constituent un mécanisme de détoxication critique impliqué dans au moins deux

de ces niveaux de défense contre le stress oxydant (Hayes et McLellan, 1999).

» Le Glutathion reductase (GR) :

Le GR est une flavoprotéine dimérique. Elle a un fonctionnement qui va de pair
avec I’action des glutathion peroxydases puisqu’elle contribue au maintien a un
niveau faible et constant du rapport GSSG/GSH par le maintien a une teneur élevée

en GSH au sein de la cellule (Cossu et al., 1997).

NB : Outre le GSH il existe d’autre antioxydants non enzymatiques, leur pouvoir
antioxydant réside dans leur capacité a piéger les radicaux libres par réduction : la

vitamine E, la vitamine C, le - caroténe et 1’acide lipoique.

4. Mécanisme de détoxification cellulaire

La défense antioxydante doit tamponner la réponse pro-oxydante mise en place contre
I’agresseur (en pi€geant les substances pro-oxydantes en exces) tout en participant a la
défense de I’hote. 11 s’agit de neutraliser et/ou d’¢éliminer le stress ou I’agresseur, de

préserver au mieux I’environnement tissulaire puis de le réparer.

L’ensemble des mécanismes antioxydants enzymatiques et des systémes non
enzymatiques est résumé dans la figure 1 qui illustre la complexité des réactions qui
coexistent au sein de la cellule lors d’un stress oxydant. Il faut noter qu’il existe une

répartition non équivalente des moyens de défense antioxydants dans différents tissus.
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Xénobiotiques
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Figure n°1 : Schéma général de la détoxification des ROS par les systemes

antioxydants cellulaires (selon Ritter et al., 1999)
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D. Objectifs du travalil

Dans ce travail, nous proposons une approche directement réalisée sur une
végétation ciblée Lycopersicon esculentum hautement contaminés par des métaux
lourds particuliecrement le Cadmium. Cette étude devrait contribuer a mieux

comprendre :

les phénomenes de tolérance : Aborder les phénomeénes de tolérance notamment la
réponse au stress oxydatif induit par le cadmium et I’interaction cadmium/calcium
chez la Tomate qui pourrait se révéler un bon modele pour étudier la tolérance et

I’accumulation des métaux lourds in vivo et in vitro.

_les phénomeénes d’accumulation : Accumulation des métaux dans les végétaux, leurs
transferts dans les plantes et la tolérance aux métaux lourds, sont les criteres
fondamentaux qui seront abordés.

L’objectif des essais entrepris sur les plants de tomates (1°° culture maraichére
cultivé dans la région de Annaba) est de réaliser une exposition a des concentrations

croissantes de cadmium et cadmium/calcium, de facon a permettre 1’étude des effets

de ces derniers sur différents phénomenes physiologiques.
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Notre travail s’est déroulé au laboratoire de Toxicologie Cellulaire de
I’Université de Annaba et a I’Institut Technique des Cultures Maraichéres
(ITCMI) station El-kous (EI-Tarf).

A-Matériel expérimental :
Le materiel expérimental utilisé dans notre travail est un végétal comestible la
Tomate Lycopersicon esculentum. On a choisi une variété fixée (Rio-Grandé)

tres utilisée en conserverie dans la région de Annaba.

B- Produits chimiques utilisés :
Le produit chimique utilisé est un métal lourd : le chlorure de Cadmium Cd
Cl,, Nous avons aussi utilisé le Chlorure de Calcium CaCl, afin d’étudier
les interactions Cd %*/Ca?*,
Quatre concentrations sont choisies pour le Cadmium : 50uM, 100uM, 250uM
et 500uM, tandis que pour le Calcium nous avons choisi une seule dose 1 mM,
appliqué a des échantillons préalablement traités par le cadmium a différentes
concentrations (les tests sont répétés trois fois et les resultats obtenus sont
exprimés par la moyenne).

Le Cd*" ainsi que le Ca** sont additionnés directement dans les boites

de culture de tomate (Figure n°2).

Essai 1 e R e

Cadmium

Témoin 25uM 50uM 100uM 500uM

Essai 2 Ca"
Combinaisons > 0 O o oo

| ] | J | J | ] | ]
CdClz/CaCIZ

Témoin  25uM 50pM  100pM  500puM

Figure 2 : Préparation des boites de culture
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C- Etude in vivo :

L’essai se déroule en plein champ a I'ITCMI au niveau de la station
expérimentale de d’EL-Kous (EL-Tarf).

L expérimentation est réalisé sur une variété de tomate industrielle de lignée
fixée « Rio-Grandé » dont les caractéristiques sont resumés dans le tableau

suivant :

Tableau 1 : Caractéristiques de la Rio-grandé (ITCMI Annaba, 1995)

Variétés Rio-Grandé
Origine France 2006
Type Déterminée
Nature Fixée
Destination Transformation
Hauteur plant (cm) 47
Diamétre tige (cm) 12
Bouquets/ plant 23
Fleurs/ bouquet 06
Taux de nouaison (%) 12,20
Forme de fruit Ovoide allongée
Couleur Rouge fonce
Poids moyen (g) 70
Fermeté Ferme
Nombre de loge 2-3
IR 5
Précocité Tardive
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1. Le Dispositif expérimental : Le dispositif expérimental utilisé est

représenté dans la figure n°4:

Blgc
/ N
Cd1 Cd1 Cd1
Cd2 Cd2 Cd2
Cd3 Cd3 Cd3
Cd4 Cd4 Cd4
T T T

T : Témoin, Cd1=50uM, Cd2= 100uM, Cd3= 250uM, Cd4= 500uM,
et Ca=1mM

2. Conduite de ’essai :

Figure n°3 : Protocole Expérimental de I’essai

BE&Z
~ ™~

Cd1l Cd1 Cd1
/Ca / Ca /Ca
Cd2 Cd2 Cd2/
/ Ca / Ca Ca
Cd3 Cd3 Cd3
/ Ca / Ca / Ca
Cd4 Cd4 Cd4
/Ca /Ca /Ca

T T T

= Le précédent cultural : La parcelle de I’essai avait servi comme

pépiniére de culture maraichere.

= Préparation de la pépiniére : Le terreau utilisé est d’origine désinfecté

et stérile
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Semis et entretien de la pépiniere :

Le semis a été réalisé le 04/02/2007 dans des petits pots au niveau du
laboratoire, 12 pots par traitement (Cd et Cd/Ca) a différentes
concentrations (50, 100, 250, et 500um) donc un total de 24 pots pour

les deux traitements, en plus des trois pots utilisés pour les contrdles.

NB: Apres 7jours d’application du traitement, la pépiniére est

déplacée a la station EI-Kous.

L’arrosage : Il est assuré en permanence de la date du semis a la levée.
Les fréquences sont ensuite reduites pour étre définitivement arrétées au
moins 10 jours avant le repiquage, pour permettre I’acclimatation du

jeune plant aux conditions de plein champ.

Le repiquage et travaux d’entretien :

Le repiquage : Le repiquage est réalisé manuellement le 08/04/07 au

niveau de la station El-kous.

Méthodes culturales : Le binage manuel est réaliseé le 20/04/07
favorisant I’aération des plants et en méme temps I’enfouissement. Un
buttage unique est effectué le 23/05/06 pour favoriser I’émission de
nouvelles racines. Un scarifiage, qui permet une oxygénation de la
rhizosphére, coincidente en général avec le début de la floraison. Deux
scarifiages sont réalisés en date du 08/05/06 et 22/05/06.
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» La récolte des fruits : Nous avons réalisé 02 passages de récolte en date
du 16/07/2007 et du 25/07/2007.

3. Les Parameétres étudiés :

Nous avons procédé a des mesures en plein champ et au laboratoire

relatif aux parametres suivants :

3.1. Parameétres de croissance :

* Hauteur moyenne du plant : Mensuration réalisée a I’aide d’une régle
graduée sur la tige principale du collet a la pointe de I’apex. Cette
mesure est réalisée sur les plants choisis aleatoirement par bloc et par

traitement.

* Nombre moyen de fleurs / plants : Le comptage mensuel est effectué

sur les mémes plants en fonction du traitement et du bloc.

= Nombre moyen de bouquets / plant : Le comptage de ce paramétre est
effectué sur les mémes plants, aux mémes dates et aux mémes stades

phénologiques.

= Taux de nouaison : Le taux de nouaison exprime le pourcentage de
fleur ayant évolué en fruits. La méthode utilisee pour le calcul de ce

parametre est la suivante :

Rdt ( Qx/ha)
NF x PMF xn plant

TDN (%) = 1000
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TDN : taux de nouaison

Rdt : rendement (Qx/ha)

MF : Nombre de fleurs / plant
PMF : Poids moyen du fruit

N Plant : Nombre de plants de chaque parcelle élémentaire

3.2

Parameétres de production :

Nombre moyen de fruits / plant : Un comptage visuel nous a permis
de dénombrer les fruits noués/plant sur les 30 plants repérés par

traitement et par bloc a chaque passage de récolte.

Production moyenne / plant : C’est le rapport de la production globale
par traitement sur le nombre total de plants. Observation retenue au

cours de chaque passage de récolte.

Poids moyen du fruit : Le calcul de ce paramétre est réalisé grace a une

balance de précision, et sur les fruits récoltés de plants.

Poids total des fruits récoltés

Poids moyen = —
Nbre de fruits récoltés

Taux d’avortement : C’est la relation entre le nombre total de fleurs et

le nombre total de fruits noués.
Rendement moyen / traitement (Qx/ha): Ce résultat concerne la

production moyenne par plant que multiplie le peuplement a I’hectare de

I’essai
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3.3.

Parametres de qualité :

Détermination du résidu sec soluble (IR): Le résidu sec soluble
détermine selon la méthode réfractométrique la concentration en
saccharose d’une solution aqueuse ayant le méme indice de réfraction
que le produit analysé, dans des conditions déterminées de préparation
et de température, cette concentration est exprimée en pourcentage de
masse.

Principe : mesure, au moyen de réfractometre de I’indice de réfraction
d’une solution d’essai a la température de 20°C et conversion, a I’aide
d’une table de I’indice de réfraction en résidu sec soluble (exprimé en
saccharose), en lecture directe du résidu sec soluble sur le réfractometre.
Le réfractometre doit étre ajusté de facon a donner a la température de
20°C pour I’eau distillée, un indice de réfraction de 1,330. Si la
détermination a été effectuee a une température de 20°C + 0,5 °C, les

corrections suivantes sont nécessaires :

n, =N, + 0,00013t-20)

pH des fruits : La méthode utilisée est celle de Lecoq (1965), qui
consiste a ajouter a 5g de jus de fruits (tomate) a 50 ml d’eau distillée
tiede. Aprés agitation et filtration, le pH est déterminé par la lecture au
moyen d’un pH meétre. Selon Montiguad et al (1983), le pH est un
parametre qui a son importance car il permet la sécurité de la

maintenance de la conserve. La tomate doit toujours avoir un pH < 4,5.
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» Acidité titrable : L’acidité des fruits et des Iégumes est donnée en
grande partie par quelques acides organiques tel que : I’acide malique,
I’acide tartrique, I’acide citrique et plus rarement I’acide oxalique
(Tanislav, 1978).

Chez la Tomate, I’acidité qui domine est I’acide citrique avec 75% a
80% de [I’acidité totale dans le jus de Tomate transformée. La
détermination de I’acidité titrable consiste a neutraliser les acides
contenus dans un extrait de jus de fruits en présence d’un indicateur
coloré (phénolphtaléine), a I’aide d’une solution 0,1 normale jusqu’au
virage de la solution au rose. Au point équivalent on calcule le taux
d’acidité comme suit :
X=A.K.100/B

K : Coefficient de correction (K= 0,006)
A : Quantité de soude en (ml) pour la titration
B : Poids nécessaire en (g)

X : Quantité d’acide en (%)

D. Etude in vitro

1. Conditions de culture

Les graines de tomate (Lycopersicon esculentum, var. Rio-grandé) sont
désinfectées par une solution d’eau oxygénée a 10% (v/v), rincées
abondamment a I’eau distillée, puis mises a germer dans des boites de Pétri

tapissées de papier filtre imbibé d’eau distillée.
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La germination est réalisée a I’obscurité et a température moyenne de 25 +
1°C. Les plantules agées de 6 jours sont ensuite repiquées et maintenues sur
des solutions nutritives de base de Hoshang, dont le pH est maintenu entre 5,5

et 6,5. Sa composition est réesumée dans le tableau suivant :

Tableau n°2 : Solution nutritive de Hoshang

Sels Poids (g /1) Quantité (ml/l)
KNO; 100,1 5
KH,PO, 136,09 1
Citrate de fer 38,91 1
ZnSO, 0,28 1
H3;BO; 1,85 1
MgSO, 246,4 1
CaCL, 147 1
CuSO, 0,25 1
MnSO, 0,84 1

Apres 12 jours de culture, les plantules sont transférées sur le méme
milieu additionné ou non de différentes doses de CdCl, (0-50-100- 250 et
500uM) pendant 7jours. Pour I’étude de I’interaction cadmium-—calcium, le
Ca’” est ajouté aux solutions de base préalablement traitées par les différentes

concentrations de CdCl,, sous forme de CaCl, (ImM).
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2. Techniques analytiques

2.1. Dosage des Protéines totales :

Les protéines sont dosées par colorimétrie selon la méthode de Bradford,
(1976). Le principe de la méthode est base sur la fixation d’un colorant acide
(bleu de coomassie) sur les protéines au niveau de résidus basiques et
aromatiques, cette fixation provoque un transfert de sa couleur qui passe du
rouge au bleu. Ce changement de coloration est mesuré a une longueur d’onde
de 595nm par spectrophotomeétre ( JENWAY 3600) en utilisant I’Albumine

Sérum bovine (BSA) comme standard.

2.2. Dosage des chlorophylles :

L’extraction des chlorophylles est effectué selon la méthode de Holden (1975),
qui consiste en une macération du végétal dans de I’acétone. Le traitement des
échantillons se fait comme suit: on pése 1g des feuille du végetal coupe en
petits morceaux et broyés dans un mortier avec 20ml d’acétone a 80% et
environ 100mg de bicarbonate de calcium (CaCQOs). Apres le broyage total, la
solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires afin d’éviter

I’oxydation des chlorophylles par la lumiere.

La lecture se fait aux deux longueurs d’onde 645nm et 663nm, apres
étalonnage de I’appareil avec la solution témoin d’acétone a 80%. L’équation
qui nous permet de calculer les valeurs des chlorophylles (Arnon, 1949) est :

Chl.a = 12,70.D0(663) — 2,69. DO (645)

Chl.b =22,90.D0(645) — 4,60. DO (663)
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2.3. Dosage des Biomarqueurs

2.3.1. Dosages Enzymatiques

Préparation de D’extrait enzymatique : La méthode utilisée afin
d’obtenir I’extrait enzymatique des racines de la tomate traité avec du
cadmium est celle de Loggini et al.,(1999). L’extrait sera utilisé pour la
mesure de I’activité ascorbate-peroxydase (APX), gaiacols-peroxydase
(GPX) et le Glutathion transférase (GST).

Aprés 12jours de traitement, les racines fraiches (1g) sont broyées a
froid a I’aide d’un mortier dans 5ml de tampon phosphate (50mM
phosphate, pH=7,5). L’homogenat est ensuite filtré a I’aide d’une toile
adéquate avant de procéder a une centrifugation a froid de 12000g
pendant 20min (centrifugeuse Sigma 3-16K). Le surnageant obtenu sera
utilisé comme extrait pour la détermination des différentes activités

enzymatiques.

Quantification des mesures spectrophotométrique: La formule
suivante est utilisée dans la quantification des différentes mesures
spectrophotomeétriques suite aux dosages enzymatiques de la GPX, APX
et CAT (Servais, 2004).
AA.V;
Act. =

€. At.L.Ve.p

Act: Activité enzymatique en nmole/min/mg de Protéines
& : Coefficient d’extinction linéique molaire en M
AA : Différence moyenne de I’absorbance

V.. Volume total du mélange réactionnel en mi
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Ve: Volume de I’extrait enzymatique en ml
L: Largeur de la cuve de mesure en cm
P: Teneur en protéine en mg.

T: temps de lecture en min

Dosage de D’activité Ascorbate-peroxydases (APX): Le dosage
spectrophotométrique de [I’activité ascorbate-peroxydase est réalise
suivant le protocole adopté par Nakano et Azada (1987). Le volume
réactionnel final de 3ml contient: 100ul d’extrait enzymatique, 50ul
d’H,0, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate NaK-Ascorbate (50mM
NaK, 0,5mM ascorbate, pH= 7,2). L’étalonnage de I’appareil se fait en
I’absence de I’extrait enzymatique. La lecture est effectuée a 290nm
(spectrophotometre GeneSys 8) pendant 1min et ce pour un coefficient
d’extinction linéique molaire € = 2800M™*.cm™. I’activité APX est

exprimée en nmol/min/mg de protéines.

Dosage de ’activité Gaiacol-peroxydases (GPX) :L’activité garacol-
peroxydase (GPX) est déterminée  spectrophotométriqguement
(spectrophotometre Jenway 6300) a 470nm suivant la technique de
Fielding et al. (1978) le coefficient d’extinction linéique molaire utilisé
est € = 2470M™.cm™. pour un volume final de 3ml, le mélange
réactionnel contient : 100ul d’extrait enzymatique, 50ul d’H,O, a 0,03%
et 2850ul de tampon phosphate-Garacol (50mM NaK, 8mM de gaiacol,
pH=7,20). L’étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de I’extrait
enzymatique. La réaction est déclenchée par I’ajout du peroxyde
d’hydrogene. L’activité GPX est exprimée en nmol/min/mg de

protéines.
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Dosage de I’activité Catalase (CAT) : Le dosage spectrophotométrique
de I’activité catalase (CAT) est realisé suivant la méthode de Cakmak et
Horst, 1991). La décroissance de I’absorbance est enregistrée pendant
trois minutes (spectrophotométre Jenway 6300) pour une longueur
d’onde de 240nm et un coefficient d’extinction linéiqgue molaire €
=39400 M™.cm™.L Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel
contient: 100ul de IPextrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogene H,0, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH=
7,2). L’étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de I’extrait
enzymatique. La réaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénee.

L activité catalase est exprimee en nmol/min/mg de protéines.

Dosage de P’activité Glutathion S-Transférase (GST) : Le dosage de
la glutathion S-transférase est réalisé par la méthode de (Habig et al.,
1974) les échantillons sont homogénéisés dans un tampon phosphate a
pH 6,5 et a 100mM et centrifugés a 9000g pendant 30 min. La méthode
consiste a faire réagir les GSTg sur un mélange CDNB (20mM)-GSH
(100mM) la variation de la densité optique due a I’apparition du
complexe CDNB-GSH est mesurée toutes les 15 secondes pendant 2
minutes a 340nm. Les concentrations de la GST sont exprimées en

nmole /min/ mg de protéines.

2.3.2. Le Dosage non Enzymatique

Le Glutathion (GSH) : L’extrait enzymatique est homogénéisé dans
une solution d’E.D.T.A a 0,02M et subit une déprotéinisation par
I’acide sulfo-salycilique 0,25%. Aprés centrifugation a 2000 g pendant
10 minutes le surnageant est utilise pour le dosage

spectrophotométrique avec le réactif DTNB a 0,01M a 412nm.
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Les concentrations du GSH sont dosées par la méthode de (Weckbecker et

Cory, 1988) et exprimées en uM/ mg de protéines.

NB : le dosage de la GST et GSH est réalisé aprés 1h, 24h, 48h et
7jours afin de suivre le comportement de ces derniers durant le

stress oxydatif.

2.4. Etude du métabolisme respiratoire : L appareil utilisé est une électrode
a oxygene, de type HANSATECH, qui permet la mesure de la production ou de
la consommation d’oxygéne. L’appareil comprend une cathode polarisé (-) en
platine et une anode polarisé (+) circulaire en argent. Le contact entre les deux
électrodes est établi par un pont de solution saturée de KCI, la suspension
cellulaire est constamment remuée par un agitateur magnétique. L application
d’une faible tension électrique va provoquer la réduction électrolytique de
I’oxygene présent dans la solution. Le courant qui traverse le circuit des deux
électrodes quand la tension appliquée est en moyenne de 0,7mV, varie
linéairement en fonction de la concentration en oxygéne dissout dans la

suspension cellulaire selon la réaction :

]/2024'23- — O

La jaquette est maintenant a une tempeérature constante de 25°C. Cet appareil
est relié a un ordinateur sur lequel les spectres apparaissent et sont ensuite
enregistrés sur une imprimante de type (Epson-LQ 1027). La méthode utilisée

est adaptée aux racines isolées. (Djebar et Djebar, 2000).
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Figure 4 : Schéma de I’électrode a oxygéne

2.5. Etude du métabolisme photosynthétique :

L’intensité photosynthétique des feuilles isolées est mesurée par I’électrode a

oxygéne comme pour I’intensité respiratoire ou I’échantillon (feuilles) est

caché par une boite noire afin d’accélérer le processus métabolique.

70




Chapitre 1. Matériel et Méthodes

E. L’Analyses statistiques :

L’analyse de la variance a un facteur contrélé pour effectuer des tests de
comparaisons multiples afin d’expliquer les différences entres les moyennes

des differentes activités enzymatiques et facteurs Agronomique.

L’analyse de la variance a deux facteurs contr6lés est utilisée pour I’estimation
des différences signalées pour les différents parameétres étudiés sous I’effet des
deux types de traitements et en fonction des différentes concentrations du

métal.

Les résultats sont interprétés comme suit :

SiP =005 —»RHO —» il existe des difféerences significatives *

SiP =001 —RHO —il existe des différences hautement
significatives**

SiP =0,000 —»RHO — il existe des différences trés hautement

significatives ***
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1. Etude in vivo

Au préalable a I’étude des effets du cadmium et la combinaison Cd/Ca sur la tomate a
I’échelle cellulaire, 1’essai au champ a d’abord été réalisé sur des plants entiers

préalablement cultivés en laboratoire puis repiqués sur champ.

L’¢étude a concerné quelques parametres physiologiques (hauteur, nombre de bouquet,
nombre de fleurs, taux de nouaison), des parametres de production (nombre de fruit,
poids moyen des fruits, taux d’avortement, production par plant et rendement par
traitement) et des parametres de qualité¢ (indice de réfraction, pH du fruit, acidité¢ du

fruit).

1.1. Paramétres de Croissance

» Hauteur moyenne du plant
Les résultats obtenus quant aux variations de la hauteur moyenne du plant de tomate
traité par les différentes concentrations de cadmium et par le traitement combiné

Cd/Ca sont reportés dans les figures 5 et 6.

80,00 90,00
70,001 80,00
£
E 60,00 S 70,00
L 2
£ 50,00 g %000
s = 50,00
o 40,00 4
@ - 40,004
30,00 5
° 3 30,00
(0] >
E 20,001 2 2000
T 10,00+ 10,00
0,00+ 0,00+
0 50 100 250 500 0 cdiCa cd2Ca cd3Ca cd4Ca
Cd (uM) [Cd/Ca]
Fig n°5: hauteur des plants de Tomate Fig n°6 : hauteur des plants de Tomate
traités par différentes concentrations de cd traités par différentes concentrations de Cd/Ca.
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Sur la figure 5 on constate que les hauteurs moyennes des plants ont tendance a
diminuer en fonction des concentrations de cadmium particuliérement a la
concentration de Cd1= 50uM ou on enregistre prés de 25% de baisse. On note ensuite
une légere augmentation pour Cd2 et Cd3 et une baisse pour Cd4. Ainsi le traitement
par les différentes concentrations de cadmium a tendance a diminué les hauteurs

moyennes aux faibles concentrations.

Parallelement sur la figure 6 on constate que les traitements combinés Cd/Ca
provoquent une baisse des hauteurs moyennes des plants. La plus forte diminution de
la hauteur est reportée pour la plus forte concentration de cadmium, elle est de 20%
environ. Ainsi on remarque que le traitement combiné Cd/Ca suit le traitement par le

cadmium en fonction des différentes concentrations.

L’analyse de variance a décel¢ des différences non significatives entre la taille du plant

et la concentration du m étal (cd, Cd/Ca), et en fonction des différents traitements.

= Nombre de bouquet de fleur par plant
Concernant ce parametre les résultats obtenus sont repris dans la figure 7 pour le

traitement par le cadmium et la figure 8 pour les traitements combinés Cd/Ca.
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Fig n° 7: Nombre de BF/plants de Tomate Fig n°8: Nombre de BF/plants plants de Tomate

traités par différentes concentrations de cadmium.  traités par différentes concentrations de Cd/Ca.
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Sur la figure 7 on constate que le cadmium stimule le nombre de bouquet de fleur par
plant pour atteindre un maximum a 100uM. A cette concentration un pic est méme
observe avec plus de 40% d’augmentation par rapport au témoin. Au-dela de cette
concentration le NBF par plant baisse de fagon importante pour atteindre a la plus forte

concentration de cadmium une valeur moyenne de 20 bouquets par plant.

Les traitements combinés Cd/Ca (figure 8) montrent que le NBF par plant présentent
le méme profil que celui obtenu par les traitements au cadmium avec un maximum
observé pour le Cd2 mais une baisse plus importante notée a Cd3 et Cd4 (environ

80%).

L’analyse de variance a deux facteurs contrdlés a révélé des différences trés hautement

significatives entre les deux traitements et en fonction des différentes doses.

= Nombre moyen de fleurs par plant

Les résultats obtenus du nombre moyen de fleur (NF) par plant de tomate traité par les
différentes concentrations de cadmium sont représentés sur la figure 9 et ceux des

traitements combinés sur la figure 10.

On constate ainsi que le nombre de fleur par plant augmente en fonction de la
concentration en cadmium jusqu’a atteindre un maximum a la concentration 100uM,
puis une baisse est observée avec Cd3 et Cd4. celles-ci constitue prés de 30% par

rapport aux plants témoins.
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Fig n°9: Nombre de fleur/plants de Tomate Fig n°10: Nombre de fleur/plants plants de Tomate
traités par différentes concentrations de Cd. traités par différentes concentrations de Cd/Ca.

Le traitement combiné Cd/Ca montre qu’a la plus faible concentration de Cd une forte
stimulation du NF par plant est obtenue, elle est de 50% environ. Au-dela de cette
concentration de cadmium, la combinaison Cd/Ca provoque plutdt une forte chute de

ce parametre (60% par pic observe).

L’¢étude statistique a révélé des différences significatives entre le nombre de fleur et les

différentes concentrations du cadmium et combinaison Cd/Ca.

= Taux de nouaison
Le taux de nouaison est la capacité de la fleur a se transformer en fruit. Ce phénomeéne
peut étre largement li¢ a la potentialité génétique variétale pour la nutrition d’un

certain nombre, et aux conditions climatiques. Les résultats de ce paramétre sont

reportés sur les figures 11et 12.
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Fig n°11: Taux de nouaison de la Tomate traités Fig n°12 : Taux de nouaison de la Tomate traités

par différentes concentrations de cadmium. par différentes concentrations de Cd/Ca.

D’apres la figure 11, on remarque que le taux de nouaison semble diminuer en
fonction des concentrations de Cd. En effet, pour la plus faible concentration de Cd,
une chute du taux de nouaison de pres de 25% est observée. En augmentant la

concentration en Cd, cette baisse s’accentue pour atteindre prés de 70% comparée aux

plants témoins.

Concernant les traitements combinés Cd/Ca (figure 12), on constate une tres forte
inhibition du TMN et ce pour la plus faible concentration de Cd (70%). Une légere

augmentation est obtenue avec I’augmentation des concentrations de Cd.

Ces résultats ont été confirmés par 1’analyse de variance qui montre une différence

hautement significative entre le taux de nouaison et les différentes concentrations du

métal.
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1.2. Parameétres de Production

Nombre moyen de fruits par plant

Le premier paramétre de production mesuré est le nombre de fruit. Les résultats

obtenus sont représentés sur la figure 13 pour le traitement par le cadmium et la figure

14 pour le traitement combiné Cd/Ca.
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Fig n°13:Nbre moyen de fruits/plants de la Tomate Fig n°14:Nbre moyen de fruits/plants de la Tomate

traités a différente concentration de cadmium.

traités a différente concentration de Cd/Ca.

On remarque que le nombre de fruits augmente en fonction des concentrations du

cadmium pour les deux premiéres doses (50 et 100uM). Au-dela de ces concentrations

il y a diminution de leur nombre (figure 13). Ainsi le Cd a faible concentration stimule

le nombre moyen des fruits et a forte concentration il provoque plutot une chute de ce

parametre.

Pour le traitement combiné le méme profil est ainsi obtenu avec un nombre de fruits

légerement inférieur a ceux traités par le cadmium (figure 14).
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L’analyse de variance a deux facteurs controlés a révélé des différences hautement
significatives entre le nombre de fruit avec les deux types de traitements et en fonction

des doses.

= Poids moyen de fruit

Le deuxiéme parametre de production mesuré est le poids moyen de fruit. Les résultats

obtenus sont représentés sur la figure 15 pour les différentes concentrations de

cadmium et sur la figure 16 pour le traitement combiné.
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Fig n°15: Poids moyen de fruits/plants de Tomate Fig n°16 Poids moyen de fruits/plants de Tomate
traités par différentes concentrations de cadmium. traités par différentes concentrations de Cd/Ca.

On observe d’aprés la figure 15 que le poids moyen des fruits récoltés par plant
augmente légerement en fonction des différentes concentrations de Cd mais reste

toujours inférieure au témoin avec un maximum de 43g pour Cd2.

Le traitement combiné Cd/Ca provoque aussi une diminution du poids moyen du fruit
par rapport au témoin mais subit une légére élévation en fonction de la concentration
du Cd (figure 16). La plus grande valeur est observée chez le traitement Cd4/Ca avec

54,28g.
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L’analyse de variance a deux facteurs contrdlés montre une différence trés hautement
significative entre le poids moyen de fruits et les deux traitements en fonction des

différentes concentrations de cadmium et cadmium/calcium.

= Taux d’avortement

L’avortement des fleurs est li¢é a plusieurs facteurs d’origine intravariétale ou

extravariétale. Nos résultats sont représentés dans les figures 17 et 18.
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Fig n°17: Taux d’avortement des fruits de Tomate Fig n°18: Taux d’avortement des fruits de Tomate

traités par différente concentration de cadmium. traités par différente concentration de Cd/Ca.

Ainsi on constate que le traitement par le cadmium provoque une forte stimulation du
taux d’avortement et ce déja dans la plus faible concentration. On effet, on observe
dans la figure 17 un taux d’avortement trois fois plus élevé pour Cdl, il continue

d’augmenter a Cd2, se stabilise au Cd 3 pour diminuer légerement au Cd4.

Parallelement les traitements combinés semblent aussi provoquer une stimulation

moins importante par rapport au traitement par le Cd mais assez importante par rapport

au témoin (50%).
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L’augmentation des concentrations en Cd s’accompagne d’une stimulation du taux
d’avortement par Cd2 etCd3. On enregistre une baisse avec Cd4 mais le taux obtenu

reste deux fois supérieur a celui enregistré chez les plants témoins (figure 18).

Ces résultats ont été confirmés par I’étude statistique qui a décelé des différences
hautement significatives entre le taux d’avortement des fleurs et les différentes
concentrations du cadmium et interaction Cd/Ca.

* Production moyenne par plant

Les résultats obtenus sont reportés sur la figure19 pour le traitement par le Cadmium et

la figure 20 pour le traitement combiné.
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Fig n°19: Production moyenne par plants de Tomate Fig n°20 : Production moyenne par plants de Tomate
traités par différentes concentrations de cadmium. traités par différente concentration de Cd/Ca.

D’apreés la figure 19, on remarque que le cadmium a faible concentration (50 et
100uM) provoque une tres forte stimulation de la production moyenne par plant alors

que les fortes concentrations de cadmium induisent la diminution de celle-ci.
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Les traitements combinés montrent que la production moyenne par plant suit le méme
profil que celles traités par le cadmium. Ces résultats ont été¢ confirmés par 1’étude
statistique qui a révele des différences significative de la production moyenne entre
les deux traitements (Cd, Cd/Ca") et hautement significative pour la production en

fonction des différentes doses.

» Rendement moyen par traitement

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure pour le traitement par le Cd et sur

la figure pour le traitement combiné.
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Fig n°21: Rendement moyen de Tomate traités Fig n°22 : Rendement moyen de Tomate traités
par différentes concentrations de cadmium. par différentes concentrations de Cd/Ca.

La figure 21 montre que le traitement par le cadmium commence d’abord par stimuler
le RDT de prés de 50% a la premiere concentration utilisée. Une faible baisse est
observée apres traitement au Cd2, celle-ci est suivie par une plus forte diminution aux

concentrations Cd3 et Cd4.
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Le traitement combiné Cd/Ca (figure 22) montre une stimulation du RDT a la dose
Cdl, une légere baisse avec Cd2 qui continue avec Cd3 et Cd4. Ainsi on peut dire que

les deux types de traitements présentent deux profils similaires.

L’analyse de variance a décelé des différences hautement significatives entre le

rendement et les différentes concentrations pour les deux types de traitement.

1.3. Paramétres de Qualité

Plusieurs parametres ont été réalisés dans notre étude. Parmi ces derniers on peut citer

les plus importants.

= L ’indice de Réfraction
L’indice réfractométrique est défini comme une valeur de matiere soluble contenue
dans le jus. Les fruits d’un méme plant peuvent enregistrer une différence au niveau de
ce parametre, cette valeur n’est pas fixe pour chaque variété et demeure variable selon,

le sol, climat et période de récolte (Anonyme, 1995).
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Fig n°23 : IR du fruit de Tomate traités par Fig n°24 : IR du fruit de Tomate traités par
différentes concentrations de cadmium. différentes concentrations de Cd/Ca.

83



Chapitre 11. Résultats

Les résultats de la figure 23 montrent que le traitement par les différentes
concentrations de cadmium ne semble pas modifier de fagon importante les volumes
de I'IR compar¢ a la valeur de ce dernier chez les plants témoins. Il faut cependant
noter que les valeurs de I’IR les plus élevés sont observées avec Cd2 et Cd3. La méme
chose est observée chez le traitement combiné (figure 24) qui demeure supérieur au

témoin.

L’analyse de variance a deux facteurs controlés a révélé des différences significatives
entre I’indice de réfraction et les deux traitements en fonction des différentes

concentrations.

» Le pH du fruit

Selon Montigaud et al (1983), le pH est un parameétre qui a son importance car il
permet la sécurité¢ de la maintenance de la conserve. La tomate doit avoir toujours un
pH inférieur a 4,5. Nos résultats sont enregistrés dans la figure 25 pour le traitement

par le cadmium et la figure 26 pour le traitement combiné.
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Fig n°25: pH du fruit de Tomate traités par Fig n°26 : pH du fruit de Tomate traités par
différentes concentrations de cadmium. différentes concentrations de Cd/Ca.
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D’apres les figures 25 et 26 on remarque que le pH baisse légérement avec les
différentes concentrations du métal et en fonction des deux types de traitements. Ainsi,
on peut dire que le pH répond parfaitement a la norme fixée pour une bonne
conservation de la tomate. Ces valeurs sont comprises entre (4,26 et 4,49) pour les

fruits traités au cadmium et entre (4,29 et 4,40) pour les fruits traités au Cd/Ca.

L’analyse statistique a révélé des différences significatives entre les deux traitements

et en fonction des concentrations.
= L’acidité titrable du fruit
Ce dernier parametre mesure la teneur en acidité totale exprimée en acide citrique dans

la tomate fraiche. Celle-ci ne doit pas étre inférieure a 35% (Miladi, 1970). Les

résultats obtenus sont reportés sur la figure pour les traitements combinés.
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Fig n°27: L’acidité titrable du fruit de Tomate Fig n°28 :L’acidité titrable du fruit de Tomate

traités par différentes concentrations de cadmium.  traités par différentes concentrations de Cd/Ca.
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Dans ce cas de figure, on voit clairement que les deux types de traitements semblent
provoquer les mémes effets a savoir une forte stimulation de 1’acidité du fruit aux
concentrations Cdl et Cd2 suivie d’une baisse de ce parametre aux concentrations Cd3
et Cd4. Il faut noter aussi que les différences enregistrées entre les pics obtenus et les
taux les plus bas d’acidité sont les méme (30%) pour les deux types de traitements et
que le calcium ne semble pas intervenir de fagon importante dans les effets provoqués

par le cadmium.

L’analyse de variance a révélé des différences trés hautement significatives du taux de

’acide citrique en fonction des concentrations du métal.

2. Etude in vitro

Dans cette partie nous avons présenté les principaux résultats obtenus concernant les
essais réalisés au laboratoire. Les paramétres mesurés sont les protéines totales, la
chlorophylle totale a et b, les activités enzymatiques intervenant dans les phénoménes
de détoxification telle I’APX (Ascorbate Peroxidases), la GPX (Guaigol Peroxydase)
et la CAT (catalase).

Parallélement a ses mesures nous avons étudiés les effets des traitements combinés

Cd/Ca sur I’activité GST (Glutathion S- transférase) et GSH (Glutathion).

Enfin, une étude tout a fait originale concerne, les effets du cadmium et la
combinaison Cd/Ca sur le métabolisme €énergétique des racines isolées a partir des
plants de tomate. Les deux phénomenes énergétiques mesurés sont la respiration et la

photosynthese.
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2.1. Effet du Cd et Cd/Ca sur les Protéines totales
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Fig n°29: Quantité de protéines dans les racines  Fig n°30 : Quantité de protéines dans les racines de
Tomate traités par différentes concentrations Cd.  Tomate traités par différentes concentrations Cd/Ca

D’apres la figure 29 on observe une augmentation de la quantit¢ de protéines en
fonction des différentes concentrations du cadmium a I’exception de la dose Cd4. ces
résultats ont €t¢ confirmé par I’analyse de variance qui a décelé des différences

significatives entre les deux traitements.

Les mémes observations ont €té retenues pour I’effet de I’interaction Cd/Ca sur la
quantité de protéine qui augmente 1égérement en fonction des concentrations du métal
qui atteint son maximum pour la dose Cd2/Ca, au dela de cette derniere ce méme taux
diminue (figure 30). Ces résultats ont été¢ confirmés par 1’étude statistique qui a révélé
des différences non significative entre la quantité de protéine et la concentration du

métal.
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2.2. Effet du Cd et Cd/Ca sur les Chlorophylles

Les effets des deux types de traitements sont représentés sur les figures 31 et 32.
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Fig n°31: Quantité de Chlo dans les feuilles de Fig n°32 : Quantité de Chlo dans les feuilles de Tomate
Tomate traités par différentes concentrations de Cd.  traités par différentes concentrations de Cd/Ca

Sur la figure 31 on constate que le taux de chlorophylle a est plus ¢levé que celui de la
chlorophylle b (= 3fois) et du rapport a/b (= 4 fois). Le traitement par le cadmium
provoque une baisse progressive de ce taux qui atteint plus de 90% a la plus forte
concentration. Cette baisse et aussi observée pour la chlorophylle b ou elle atteint les

80% a la plus forte concentration de cadmium. il en est de méme pour le rapport a/b.

Avec I’ajout du calcium on constate que le taux de chlorophylle a sont pratiquement le
méme que celui des témoins et ne semble pas varié en fonction des différentes

concentrations. I1 en est de méme pour la chlorophylle b et le rapport a/b (figure 32).
L’analyse de variance a deux facteurs controlés a décelé des différences hautement

significatives entre les deux types de traitement en fonction des différentes

concentrations pour la chlorophylle a et chlorophylle b.
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2.3. Effet du Cd et Cd/Ca sur les Biomarqueurs

2.3.1. Dosages Enzymatiques

= | ’Effet du cadmium et interaction Cd/Ca sur I’activité Ascorbate
Peroxydase (APX) :

Sur la figure 33 on constate que le traitement par le cadmium aux faibles
concentrations a tendance a stimulé I’activité enzymatique APX (= 2fois), alors qu’une
baisse est observée a partir de la concentration Cd3. Ceci a été confirme par ’analyse

de variance qui a révélé des différences significative (*).
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Fig n°33: L’activité APX dans les racines de Tomate Fig n°34 : L’ activité APX dans les racines de Tomate

traités a différente concentration de cadmium. traités a différente concentration de Cd/Ca.

En présence de calcium (ImM) associé au cadmium a différentes concentrations
(figure 34), I’activit¢ APX augmente pour des valeurs inférieures a 100uM et chute
directement a partir de cette méme dose sauf que ces dernieres sont nettement
inférieures a celles induites uniquement par le Cd. L’analyse statistique a décelé des

différences significative (*) entre 1’activit¢é APX et concentration du métal induit.
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= L’Effet de cadmium et interaction Cd/Ca sur I’activité Guaigol-

peroxydase (GPX) :

D’apres la figure 35, Pactivité GPX n’est sollicitée qu’aux faibles concentrations de
cadmium alors que pour les autres (250, 500uM) elle est fortement inhibé. L’analyse
statistique décele une régression significative (*) entre 1’activit¢ GPX et la dose du

métal dans la plante.
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Fig n°35: L’activitéGPX dans les racines de Tomate Fig n°36 : L’ activité GPX dans les racines de Tomate

traités a différente concentration de cadmium. traités a différente concentration de Cd/Ca.

Pour la combinaison Cd/Ca (figure 36), on observe une croissance régressive
significative (*) de Dactivit¢ GPX par rapport au témoin et aux différentes

concentrations.
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= Effet du Cd et Cd/Ca sur I’activité catalase (CAT)

Les résultats obtenus de [Dactivitt CAT en fonction des différentes
concentrations de cadmium sont représentés sur la figure 37 et la combinaison

Cd/Ca sur la figure 38.
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Fig n°37: L’activité CAT des racines de Tomate Fign°38: L activité CAT des racines de Tomate
traités par différentes concentrations de cd. traités par différentes concentrations de Cd/Ca.

Les résultats du suivi de I’activité catalase, enregistré dans la figure 37, révelent que
cette derniere augmente légérement par rapport au contrdle pour les deux premieres
concentrations (Cdl et Cd2) alors qu’elle diminue progressivement pour les deux

dernieres (Cd3 et Cd4).

Parallelement le traitement combiné Cd/Ca (figure 38) provoque une trés forte
augmentation de I’activité catalase et ce dés la premiere concentration de Cd/Ca, il en
est de méme pour toutes les autres. A la différence des résultats obtenus dans le cas du
traitement par le cadmium seul, le traitement combiné semble présenter une activité

catalase ¢levée de fagcon maintenue.
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L’analyse de variance a décelé des différences trés hautement significatives entre les

racines traitées par le cadmium par rapport a ceux traités par 1’interaction Cd/Ca.

= Effet du Cd et Cd/Ca sur I’activité GST :

Les données obtenues aprés dosage de D’activité spécifique GST exprimées en
nmoles/min/pg de protéines mesurées au niveau des racines sont regroupées dans les

figures 39 et 40.
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Fig n°39: L’activité GST dans les racines de Tomate Fig n°40: L’activité GST dans les racines de Tomate

traités a différente concentration de cadmium. traités a différente concentration de Cd/Ca.

D’apres la figure 39, on remarque que la GST diminue en fonction des différentes
concentrations croissante du cadmium aprés lh, 4h et 7jours. Alors qu’une induction
apparente de la GST est observée a Cd4 (500uM) apres 24heures du traitement. Ceci a
été confirmé par I’étude de variance a deux facteurs contr6lés qui montre une
différence hautement significative (**) entre ’activit¢ du GST et les concentrations du

métal.
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En présence de calcium (ImM), I’activité de la GST n’est pas apparente par apport a

celle induite par le Cd pour les trois doses (50, 100 et 500uM) alors qu’elle est tres

¢levé pour Cd2/Ca apres 24h du traitement (figure 40).

La comparaison entre I’activit¢ GST induite par le Cd et la GST induit par I’interaction

Cd/Ca montre une différence trés hautement significative (***) dans un intervalle de

temps et en fonction des différentes concentrations du cadmium.

2.3.2. Dosage non Enzymatique : La GSH

Les résultats obtenus sont résumés dans les figures 41 et 42 qui représentent la

variation de la quantité du GSH en fonction des différentes concentrations de cadmium

dans un intervalle de temps (1h — 4h- 24h et 7;jrs).
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Fig n°41: L activité GSH dans les racines de Tomate Fig n°42 : L’ activité GSH dans les racines de Tomate

traités par différentes concentrations de cadmium.

traités par différentes concentrations de Cd/Ca.
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Apres 1h d’exposition seulement, on observe une légere évolution de la GSH en
fonction des différentes concentrations de Cd, mais ces valeurs restent toujours

inférieures au témoin (figure 41).

A partir de 24h de traitement, 1’induction de la GSH est plus apparente pour les deux
doses (50,100uM) par rapport au témoin alors que pour des doses supérieures (250,
500uM) la GSH diminue progressivement. Ces observations sont similaires a ceux
obtenues apres 24h et 7jours ou la GSH atteint son minimum pour la plus forte

concentration de Cd (500uM).

On peut conclure que la quantité de GSH subit une croissance régressive en fonction
des différentes concentrations de cadmium par rapport au témoin a 7 jours du

traitement.

Rq : La quantité¢ de glutathion synthétisé suit toujours une logique de croissance au

cours des deux premiers temps (c-a-d 1 et 4™ heures) et une chute aprés 24h.

En présence de I’interaction Cd/Ca’, I’induction de la GSH est similaire a celle induite
uniquement par le Cd sauf que ces valeurs sont nettement inférieures. Ceci dit, qu’en

présence de calcium le cadmium semble sans aucun effet sur I’activité GSH.

L’analyse de variance a deux facteurs controlés a révélé une différence hautement
significative (**) pour la variation de la GSH en fonction du temps et des différentes
concentrations de Cd. Alors qu’elle est tres hautement significative (***) pour

I’interaction Cd/Ca toujours en fonction du temps.
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2.4. Effet du Cd et Cd/Ca sur le métabolisme Respiratoire

La figure 43 illustre I’effet du cadmium sur le métabolisme respiratoire apres sept
jours de traitement ou on remarque une faible consommation d’O, pour les racines

traités a différentes concentrations de cadmium.
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Figure 43:Effet du Cadmium sur le métabolisme respiratoire aprés 7 jours de

traitement

On constate que les racines témoins présentent une respiration tout a fait normale avec
une consommation d’O, proportionnelle au temps de mesure. Le traitement par les
différentes concentrations de cadmium montre que le métabolisme respiratoire est

fortement inhibé par rapport au témoin.
L’analyse de variance a deux critéres controlés a réveélé des différences trés hautement

significatives entre la consommation d’oxygeéne et la concentration croissante du

cadmium par rapport au controle et en fonction du temps.
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Parallelement la présence de calcium (figure 44) montre que la respiration des racines
est inhibée par la présence de cadmium et ce quelque soit la concentration de ce

compose.

I1 ressort de ces résultats que le cadmium méme a trés faible concentration et en
présence de calcium perturbe sensiblement et de facon importante la respiration des

racines isolées des plants de tomate.
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Figure 44 : Effet du Cd/Ca sur le métabolisme respiratoire apres 7 jours de

traitement

L’analyse de variance a deux critére contrdlée a révélé des différences tres hautement
significative entre la consommation d’oxygene et la concentration croissante du Cd/Ca
par rapport au controle et en fonction du temps et le taux d’oxygene consommé entre

les deux traitements en fonction du temps et la dose du métal.
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2.5. Effet du Cd et Cd/Ca sur le métabolisme photosynthétique

La figure n°45 illustre ’effet du cadmium sur le métabolisme photosynthétique apres
sept jours de traitement ou on remarque une libération d’O, dans le milieu pour les

plants traités a différentes concentrations de cadmium.
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Figure 45 : Effet du Cadmium sur le métabolisme photosynthétique

apres 7 jours de traitement

On observe une faible augmentation de la quantité d’O, dans le milieu dés la 6™
minute d’enregistrement pour les faibles concentrations de cadmium mais reste
largement inférieure a celle du controle. Alors que la photosynthése est inhibée pour

les deux autres concentrations (250 et S00uM).
L’analyse de variance a deux facteurs contrdlés a révélé des différences trés hautement

significatives entre la photosynthése et les concentrations croissantes du cadmium en

fonction du temps.
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Dans le cas du traitement combiné Cd/Ca, on constate que les niveaux enregistrés chez
les témoins et ceux traités par 50 et 100uM finissent par se rejoindre apres 18 minutes

d’enregistrement. Ceci n’est pas le cas des fortes concentrations de cadmium.

I1 faut noter que I’effet observé pour le traitement combiné apparait tardivement a

partir de la 10°™ minute d’enregistrement.
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Figure 46 : Effet du Cd/Ca sur le métabolisme photosynthétique

apres 7 jours de traitement

L’analyse de variance a deux critéres controlés a révélé des différences tres hautement
significatives entre la consommation d’oxygene et la concentration croissante du

Cd/Ca par rapport au contrdle et en fonction du temps.
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Dans ce dernier chapitre nous nous proposons de procéder a une discussion générale des
principaux résultats obtenus dans notre travail. Cette discussion sera composée de deux
parties, une premicre partie qui concerne les effets du cadmium et de la combinaison
Cd/Ca in vivo (en plein champ) et une deuxiéme partie concerne les effets du cadmium et

de la combinaison Cd/Ca in vitro (en laboratoire).

A/ Effets du cadmium et du traitement combiné Cd/Ca in vivo

Concernant les traitements en plein champ, les résultats semblent répondre parfaitement a
la curiosité qui nous a poussés a dégager une plate forme de renseignement agronomique

pouvant amplifier les résultats de notre expérience.

Les résultats obtenus montrent que le traitement par le cadmium n’affecte pas
sensiblement la croissance des plants de la tomate, il est important de noter dans ce cas de
traitement par les différentes concentrations de cadmium utilisées ne reflétent pas celles
au contact des racines des plants en raison de leur dissipation dans le sol. Des études
similaires ont été réalisées in vitro, qui vont dans le sens contraire de nos résultats,
montrent que le cadmium a tendance a affecter sensiblement les paramétres de croissance
(Chugh et Sawhney, 1995 ; Herrieche, 2004). Lors de leur croissance les plants de tomate
utilisent les composés disponibles au niveau de leurs racines, la dissipation de
concentration de cadmium dans le sol fait qu’une quantité¢ infime amené au contact de
racines des plants. Cette faible quantité va légerement influencer la croissance des plants.
L’ajout de calcium lors du traitement combiné augmente la concentration disponible aux
cellules des racines. Il faut noter que le Ca" est un élément majeur pour la croissance des
cellules (Farago, 1994). 1l joue un role dans I’activation et la régulation de plusieurs

processus cellulaires (Couverso et Ferrandez 1996 ; Slorzynskva-Polit et al., 1998).
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Ainsi nos résultats montrent que 1I’ion Ca ajouté au cd reste sans effet significatifs sur la
croissance des plants de tomate. Ce constat est confirmé par les résultats obtenus par

Slorzynskva-Polit et al., (1998).

Le nombre de bouquet de fleur et le nombre de fleur est nettement supérieur au controle
pour des faibles concentrations de cadmium car celles-ci ne perturbe pas 1’absorption
minérale responsable de la croissance des plants ; alors que ces deux parametres diminue
a des doses supérieures a 100uM. Le résultat du traitement combiné Cd/Ca montre une
nette amélioration pour les doses inférieures a 100uM. Ces résultats sont en accord avec

ceux obtenues par Oncel et al., 2000 ; Chen et al., 2003 et Sbartai et al., 2007.

Le taux de nouaison est la capacité de la fleur a se transformer en fruit. Ce phénomeéne est
considéré comme trop faible pour les différentes concentrations de cadmium et
cadmium/calcium par rapport au controle. Sachant que ce parametre est li¢ directement a
la nature de nutrition. Nos résultats confirment cette hypothese et vont avec ceux obtenus
par Zoghlami et al., (2006) chez Lycopersicon esculentum ou I’accumulation et la
distribution de certains oligo-¢éléments dans les tissus de la plante dépendent de I’intensité
de stress et la nature de I’organe cible. Dans ce cas de figure, le Cd induit la réduction de

la teneur en Fer et Mn et contribue ainsi a la restriction de certains macroéléments.

Le nombre moyen des fruits des plants traités au cadmium, a faible concentrations, est
légerement supérieur au contrdle, au-dela de ces doses ce méme parametre régresse. La
méme chose est observée en cas d’addition de calcium. Ceci est li¢ au taux d’avortement
des fleurs qui est a son tour li¢ a plusieurs facteurs d’origine intravariétale et
extravariétale. Dans notre expérimentation ce parameétre est jugé trés élevé provoquant
ainsi de forte perte en terme de rendement. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
I’accumulation de ce xénobiotique dans la plante serait a 1’origine de 1’inhibition du

développement des fleurs et ceux en stimulant de facon importante la synthése de
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certaines hormones (Ethyléne) utilisé dans le phénoméne de détoxification (Heller et al.,

2000)

Le poids moyen de fruit demeure en général une valeur propre a chaque variété¢ sauf en
cas d’une mauvaise conduite de culture. Nos résultats montrent que le traitement par le
cadmium réduit sensiblement ce parametre. Ceci pourrait s’expliquer par le faite que le
cadmium induit une forte réduction de I’extensibilit¢ des parois membranaires, de la
conductibilité de I’eau et du potentiel osmotique (Oncel et al., 2000). Ainsi tout le
métabolisme correspondant au développement du fruit est aussi fortement réduit se
traduisant alors par une perte du poids moyen des fruits (Prasad, 1995). Ce résultat est en
accord avec ceux obtenus par Leita et al., (1991). Le calcium ajouté au cadmium interfére
ainsi avec ce dernier pour les mémes sites d’absorption membranaire (Zoghlami et al.,

2006).

D’apres nos résultats nous pouvons dire en générale que la production moyenne par plants
et par conséquent le rendement restent faible pour les deux traitements par rapport au
contrdle. Ceci est expliqué par un faible taux de nouaison associé a un pourcentage élevé
du taux d’avortement du a une mauvaise nutrition minérale induite par I’addition de

cadmium.

Pour les parameétres de qualité nos résultats semblent étre trés intéressants. Les valeurs
obtenues de I’indice de réfraction (IR) montrent une 1égere augmentation en fonction des
concentrations croissante du cadmium mais reste toujours inférieur au controle. Alors que
I’IR des fruits traités par Cd/Ca présente des valeurs supérieures au témoin avec un
maximum de 7,5 chez Cd3Ca, ce qui se traduirait par un meilleur maintien et une

prédisposition des fruits traités a la conserverie.
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Selon Montigaud et al (1983), le pH est un paramétre qui a son importance car il permet
la sécurité de la maintenance de la conserve. La tomate doit toujours avoir un pH inférieur
a 4,5 ceci est conforme a nos résultats (4,26<pH<4,49). Donc le stress oxydatif n’affecte
pas ’acidité des fruits. L’ajout du calcium aux différentes concentrations de cadmium

montre ainsi peu d’effet.

Concernant la teneur en acidité totale le cadmium semble plutot influencer sensiblement
ce parametre puisque une augmentation de celui-ci est observée aux faibles
concentrations cependant I’accumulation du cadmium semble traduire une chute de ce

parameétre sans pour autant atteindre des valeurs a 35% (Miladi, 1970).

En conclusion, le traitement par le cadmium aux faibles concentrations in vivo semble
affecter positivement tout les parametres morphologiques des plants de tomate. Le
cadmium a faible concentration semble plutdt activer certains processus métabolique

intervenant dans la croissance et le développement des plants de tomate.

Inversement, le traitement par les fortes concentrations de cadmium semble perturber voir
inhiber ces processus et ce suite d’abord a sa pénétration massive a I’intérieur des plants
(tissus) puis P’activation de tous les processus intervenant dans sa bioaccumulation et

donc se traduisant par conséquent par sa toxicite.

L’ion calcium ajouté aux différentes concentrations de cadmium semble interférer a ce
dernier. On effet les deux composés sont trés proche sur le plan de leur structure spatial et
présente des groupements trés semblables ce qui les rend trés compétitifs au niveau des

sites d’activation.
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Dans notre travail le calcium joue pratiquement le méme role que le cadmium se
traduisant ainsi tantot par les mémes effets tantot par des effets contraires. Cependant, il

semble claire que la compétition cadmium/ calcium in vivo reste en faveur du cadmium.

B/ Effets du cadmium et du traitement combiné Cd/Ca in vitro

Cette présente ¢tude montre le réle important que joue le systeme de défense dans
I’accumulation et la tolérance au cadmium chez la racine de Lycopersicon esculentum.
L’ensemble de ces résultats nous ont amené logiquement a formuler certaines hypothéses
sur le comportement de cette derniere face a un stress oxydatif généré par 1’addition du
CdCl, et la combinaison CdCl, / CaCl,.

Nos résultats montrent une augmentation de la quantit¢ de protéine dans les racines de
tomate en présence des différentes concentrations de CdCl, mais également de CaCl, ceci
s’expliquerait par le fait que la présence de xénobiotique a I’intérieur des tissus stimule la
synthése protéiques de nombreuses enzymes entre autres celles intervenant dans la
détoxification ceci est en parfaite accord avec les résultats de Shraddha Singh et al,
(2004) qui montre que 1’accumulation des protéines dans les racines et les feuilles de
tomate est proportionnelle a celle du métal. Plus loin Chaoui, (1997) montre que la
quantité de protéine est non affectée, dans les parties stimulées, par le Cd et le Zn chez
Phaseolus vulgaris). D’autres travaux (Wollgieh et Newmann, 1995) reportent I’induction
des protéines spécifique au choc thermique sous I’effet d’un stress métallique qui montre

leur role dans la réponse adaptative.

Stalt et al., (2003) indiquent que 1’exposition des plants a différentes concentrations de
cadmium a tendance a provoqué une augmentation de la synthése des protéines
particulierement des phytochélatines dont le role est la détoxification. Ces mémes auteurs

rapportent que pres de 80% du xénobiotique est détoxifié par ce type de protéines.
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Le Dosage de la chlorophylle dans les feuilles de tomate exposées au Cadmium montre
une forte diminution de sa quantité en fonction des différentes concentrations du métal ce
qui confirme les résultats de Gallego et al., (1996), Moustakas et al., (1997) et Singh et
al., (2004) qui rapportent une dégénération fréquente de la quantité de chlorophylle et
caroténoides chez les plantes exposés a différentes concentrations du métaux lourds.
Clijsters et al.,(1999) et Sanita di Toppi et al.,(1998) expliquent cette régression par
I’existence d’'un dommage oxydatif et les perturbations des potentiels électrochimiques

(AH" et AY) induit par I’accumulation des métaux lourds.

D’autres auteurs (Van Assche et Clisters, 1990 ; Farago, 1994 ; Oncel et al., 2000)
rapportent que le cadmium pourrait empécher la formation du complexe photoactif
photochlorophyllide- NADPH- Enzyme en inhibant 1’enzyme protochlorophyllide
réductase ou encore la y-aminolévalinique déshydrogénase et ce suite a I’interaction du

Cadmium aux groupements thiols (SH) des enzymes.

L’effet du cd et Cd/Ca sur les Bio marqueurs (Enzymatiques et non enzymatiques)

L’accumulation de Cd dans les racines contaminée de tomate est accompagnée par

I’induction du niveau des biomarqueurs tel que le Glutathion, GPX, APX, CAT et GST.

Les peroxydases sont des hémoprotéines avec un groupement prosthétique héminique : la
Ferro proto porphyrine IX, 3 (Bergneyer, 1974 ; Farago, 1994 ). Ce sont des oxydo
réductases glycoprotéiques qui catalysent I’oxydation de nombreux composés organiques

et inorganiques par le peroxyde d’hydrogene (H,0,).
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Dans notre étude I’activite¢ GPX enregistrée est légerement ¢élevé aux faibles doses, ces
résultats corroborent avec ceux de (Hegedas et al., 2001 ; Milane et al., 2003) qui montre
que I’induction de la GPX constitue une réponse de la plante au stress oxydant induit par
le xénobiotique (F.Van Assche et al.,1984 et 1988 ; F.Van Assche et al., 1986 ; J.Weckx
etal.,1993 ; J.Vangronsveld et al.,1993 ; Naffaa et al., 1999).

L’activité APX, enzyme trés important dans le systeme de défense, induit une réponse
aux différents traitements de Cd chez les racines de Tomate. L’APX protege la cellule

contre les dommages oxydatives par H,O, toxique.

L’augmentation de ’activit¢ APX sous stress oxydative engendrer par le Cd montre bien
son rdle dans 1’¢limination de I’eau oxygéné (H,0,) formé suite a 1’accumulation du Cd
dans les racines de la tomate. L’ APX réduit H,O, en eau en utilisant I’ascorbate comme
donneur d’électron qui résulte de la dehydroascorbate. Il est recycler en ascorbate qui
utilise la GSH comme donneur d’¢lectron et le Glutathion oxydé (GSSG) est converti en
GSH par NADP-H qui dépend de I’enzyme glutathion réductase (Asada et Takahashi,
1987). Nos résultats sont comparable a ceux obtenus par (Kampfenkel et al., 1995 ;
Wecky et Clijsters, 1996 ; Patra et Panda, 1998 ; Prasad et al., 1999 ; Rucinska et al.,
1999 et Gallego et al., 2002 ) sur I’activité APX. La stimulation de cette enzyme traduit

bien la mise en place chez les cellules des plants traités un état de tolérance.
Au cours de notre étude, nous avons remarqué que lorsque les plants sont soumis a un

stress chimique, la GSH et I’activité GST semblent étre sensibles et répondent rapidement

a la présence du polluant.
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Le dosage des taux de GSH dans les plants traités par le Cd suggere la participation active
de cet ¢lément dans la détoxification des espéces réactive a oxygene générés par le Cd. Ce

résultat est confirmé aux observations rapportées par Asada et Takahashi, 1987.

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux de Zhu et al., 1999 ; Cao et al., 2004 et
Freeman et al., 2004 chez lesquelles le niveau de GSH est rehaussé avec 1’augmentation
de la tolérance a 1’accumulation du Cd pour des faibles concentrations, et aussi avec
celles observées par Gallego et al.,1996 ; Nagalakshmi et Prasad, 2001 ; Ducruix et al.,
2006, ou le niveau de GSH diminue en réponse au stress induit par les fortes

concentrations de Cd.

Concernant les taux de GST (glutathion S-transférase), nos résultats traduisent un
phénomene de résistance aux métaux lourds, ce qui suggere que cette variabilité devrait
étre due en partie au degré selon lequel les organismes peuvent détoxifier ces métaux aux

différents stades de leur cycle vital.

Toutefois les valeurs obtenues chez les plants traités par la combinaison Cd/Ca a
différentes concentration, sont inférieurs a celles observées sous I’effet du Cd. Cependant
la combinaison Cd/Ca nous a permis de mettre en évidence le role protecteur que jouent
cet ion et son action dans la défense des cellules vis-a-vis du cadmium. Ces résultats
appuient ceux de Bernal et Ruvalcaba (1996) et Fellenberg (2000) qui stipulent que le
Ca"" bloque I’absorption des métaux toxiques en entrant en compétition avec ces derniers

au niveau des différents récepteurs cellulaires.

La catalase qui est localis¢ essentiellement dans le peroxysome, participe dans

dégradation de H,O, généré par le cadmium (Foyer et al., 1994).
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Dans notre travail on constate que I’activit¢ de cette enzyme augmente aux faibles
concentrations de cadmium pour chuter ensuite aux fortes concentrations. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait qu’aux faibles concentrations de cadmium, il y a déclanchement des
systtmes de détoxification qui pour la plus part sont formés d’enzymes dont
principalement la catalase. Ceci permet ainsi a la plante de tolérer puis de s’adapter au
xénobiotique se traduisant ainsi par une augmentation de ces enzymes (CAT). Aux fortes
concentrations de cadmium, les systémes en question sont dépassés et les enzymes sont
complétement inhibées ceci est en parfait accord avec les travaux de Chaoui et al., (1997)

et Cho et Park, (2000).

Effet du Cd et Cd/Ca sur les métabolismes respiratoires et photosynthétiques

Concernant la Respiration, nous avons remarqué que le traitement des racines isolées de
tomate réduit fortement I’activité respiratoire. Cette inhibition serait d’une part du a la
présence des ROS qui sont connus comme ¢léments perturbateurs aussi bien du
métabolisme respiratoire  que de la photosynthése (Kiss et al ,2003; Kuciel et
Mazurkiewicz, 2004 ) et d’autre part elle pourrait étre expliqué par le passage rapide du
cadmium a I’intérieur des racines. On effet, il a ét¢é montré qu’au niveau des racines de blé
dur certains canaux calciques voltage dépendant de la membrane plasmique connus sous
I’appelation (RCA) et qui controlent AY membranaire, sont perméable au cadmium et
ceux en absence de Ca’ (Whit, 2000). Cette pénétration rapide du cadmium entraine une
forte perturbation de la chaine respiration plus précisément au niveau du site responsable
de I’oxydation des substrats provenant du cycle de Krebs. Le cadmium peut ainsi inhiber

certains enzymes déshydrogénase et les NADPH-dépendants.

Cependant, pour le traitement combiné, nous pensons que les ions Cd*", se substitueraient
aux ions Ca®” (compétition pour les sites de fixation) se traduisant par 1’inhibition du

métabolisme respiratoire aux fortes concentrations.
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Chapitre 111 : Discussion

Le métabolisme photosynthétique suit des fluctuations en fonction des différentes
concentrations du métal. A de faibles concentrations de Cadmium et Cd/Ca, la
photosynthése reste active mais toujours inférieur a celle du contrdle contrairement aux
fortes concentrations ou elle est inhibée. Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par

Israr et al., (20006).

Il est connu que les photosynthétats frais ont une influence bien plus nette sur le
métabolisme énergétique que les photosynthétats de réserve (Leclerc, 1999). Ainsi les
fluctuations observées dans notre travail pourraient s’expliquer par deux hypothéses : Soit
le cadmium affecte un composé lumiere-dépendant relié¢ a la photosynthése, soit 1'un des
photosynthétats frais jouerait un réle dans la tolérance des plants au cadmium et confére

ainsi a la lumiére une protection relative (Israr et al., 2006).

En conclusion, ’ensemble des résultats obtenus dans notre travail comparé a ceux

rapportés dans la littérature nous permettent de suggérer ’hypothese suivante :

En présence de cadmium deux situations peuvent se présentés :

» Les faibles concentrations de Cd induiraient chez les racines traitées une situation
de stress oxydatif a laquelle ces dernicres répondraient par une stratégie de
tolérance se traduisant par un emprisonnement du Cadmium par vacuolisation
suivie par une dilution du xénobiotique. Cet état se traduirait sur le plan
physiologique par un ralentissement et une réduction de tous les parametres
morpho physiologiques. Aprés dilution du cadmium, une reprise des paramétres
serrait possible. Dans ce cas de figure aucune activité enzymatique ne serait

perturbés.
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Chapitre 111 : Discussion

» Les fortes concentrations de cadmium déclencheraient en plus du systeme de
défense classique (vacuolisation), une forte synthése de protéines suite a 1’attaque
des lipides membranaires par le cadmium (peroxydation des lipides) générant des
ROS (H,0,). La stimulation de la syntheése des protéines est traduite par
I’induction de plusieurs systémes de détoxifications : (APX, GPX, CAT, GST et

GSH) ; ces derniers se chargeraient du captage des ROS et leurs inactivation.

Ajouté a cela et toujours dans cette optique, les ROS généré pourraient agir sur les
organites subcellulaires tels que les mitochondries et chloroplastes en inhibant la
respiration et la photosynthése de ces mémes systémes. Cette inhibition serrait la
conséquence d’un découplage de la phosphorylation oxydative chez les
mitochondries et photo peroxydation des lipides membranaires chez les

chloroplastes.
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ANOVA a un facteur controlé : NBF en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour NBF

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 78,4 78,4 1,62 0,238
Erreur 8 386,0 48,3

Total 9 464 .,4

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Ecart-type groupé = 6,946

ANOVA a deux facteurs contrélés : NBF en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour NBF

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 78,40 78,40 9,92 0,035
DOSE 4 354,40 88,60 11,22 0,019
Erreur 4 31,60 7,90

Total 9 464,40

ANOVA a deux facteurs contr6lés : NF en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour NF

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 449 449 0,87 0,403
DOSE 4 2894 724 1,41 0,375
Erreur 4 2060 515

Total 9 5403

ANOVA a un facteur controlé : NF en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour NF

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 449 449 0,72 0,419
Erreur 8 4954 619

Total 9 5403

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Ecart-type groupé = 24,88
ANOVA a un facteur controlé : NF en fonction de DOSE

Analyse de variance pour NF

Source DL SC CM F P
DOSE 4 2894 724 1,44 0,344
Erreur 5 2509 502

Total 9 5403

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 22,40



ANOVA a un facteur contrdolé : NFR en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour NFR

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 11,1 11,1 0,69 0,431
Erreur 8 129,5 16,2

Total 9 140,6

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 4,023
ANOVA & un facteur contrélé : NFR en fonction de DOSE

Analyse de variance pour NFR

Source DL SC CM F P
DOSE 4 120,79 30,20 7,63 0,023
Erreur 5 19,80 3,96

Total 9 140,59

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 1,990

ANOVA a deux facteurs contrélés : NFR en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour NFR

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 11,13 11,13 5,13 0,086
DOSE 4 120,79 30,20 13,93 0,013
Erreur 4 8,67 2,17

Total 9 140,59

ANOVA a un facteur contrélé : PDSMOY en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour PDSMOY

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 3271 3271 27,65 0,001
Erreur 8 946 118

Total 9 4217

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 10,88
ANOVA & un facteur contrélé : PDSMOY en fonction de DOSE

Analyse de variance pour PDSMOY

Source DL SC CM F P
DOSE 4 485 121 0,16 0,949
Erreur 5 3731 746

Total 9 4217

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 27,32



ANOVA a deux facteurs contrélés : PDSMOY en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour PDSMOY

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 3271 3271 28,39 0,006
DOSE 4 485 121 1,05 0,481
Erreur 4 461 115

Total 9 4217

ANOVA a un facteur controlé : AVORT en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour AVORT

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 26 26 0,05 0,836
Erreur 8 4472 559

Total 9 4498

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 23,64
ANOVA a un facteur contrdlé : AVORT en fonction de DOSE

Analyse de variance pour AVORT

Source DL SC CM F P
DOSE 4 3941 985 8,84 0,017
Erreur 5 557 111

Total 9 4498

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 10,55
ANOVA & deux facteurs contrbélés : AVORT en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour AVORT

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 26 26 0,19 0,683
DOSE 4 3941 985 7,42 0,039
Erreur 4 531 133

Total 9 4498

ANOVA a un facteur controlé : NFR en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour NFR

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 10,0 10,0 0,20 0,665
Erreur 8 396,0 49,5

Total 9 406,0

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 7,036



ANOVA a un facteur contrélé : NFR en fonction de DOSE

Analyse de variance pour NFR

Source DL SC CM F P
DOSE 4 329,0 82,3 5,34 0,047
Erreur 5 77,0 15,4

Total 9 406,0

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 3,924
ANOVA & deux facteurs contrdlés : NFR en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour NFR

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 10,0 10,0 0,60 0,483
DOSE 4 329,0 82,3 4,91 0,076
Erreur 4 67,0 16,8

Total 9 406,0

ANOVA a un facteur controlé : Ac en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour Ac

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 31 31 0,11 0,750
Erreur 8 2259 282

Total 9 2290

A

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 16,81
ANOVA a un facteur contrdlé : Ac en fonction de DOSE

Analyse de variance pour Ac

Source DL SC CM F P
DOSE 4 2118,4 529,6 15,42 0,005
Erreur 5 171,8 34,4

Total 9 2290,1

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 5,86
ANOVA a deux facteurs contrélés : Ac en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour Ac

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 30,7 30,7 0,87 0,404
DOSE 4 2118,4 529,6 15,02 0,011
Erreur 4 141,1 35,3

Total 9 2290,1



ANOVA a un facteur controlé : PROD en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour Ac

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 1,23 1,23 0,68 0,433
Erreur 8 14,36 1,80

Total 9 15,59

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 1,340
ANOVA & un facteur contrdlé : PROD en fonction de DOSE

Analyse de variance pour Ac

Source DL SC CM F P
DOSE 4 13,404 3,351 7,67 0,023
Erreur 5 2,185 0,437

Total 9 15,589

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,6611
ANOVA a deux facteurs contrélés : PROD en fonction de TRAIT/ DOSE

Analyse de variance pour Ac

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 1,225 1,225 5,10 0,087
DOSE 4 13,404 3,351 13,96 0,013
Erreur 4 0,960 0,240

Total 9 15,589

ANOVA a un facteur contrélé : PH en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour PH

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 0,00484 0,00484 1,00 0,347
Erreur 8 0,03880 0,00485

Total 9 0,04364

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,0696
ANOVA a un facteur contrdlé : PH en fonction de DOSE

Analyse de variance pour PH

Source DL SC CM F P
DOSE 4 0,03104 0,00776 3,08 0,124
Erreur 5 0,01260 0,00252

Total 9 0,04364

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,0502



ANOVA a deux facteurs contrblés : PH en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour PH

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 0,00484 0,00484 2,49 0,189
DOSE 4 0,03104 0,00776 4,00 0,104
Erreur 4 0,00776 0,00194

Total 9 0,04364

ANOVA a un facteur contrdlé : IR en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour IR

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 0,936 0,936 1,36 0,278
Erreur 8 5,522 0,690

Total 9 6,458

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,8308
ANOVA a un facteur contrdlé : IR en fonction de DOSE

Analyse de variance pour IR

Source DL SC CM F P
DOSE 4 4,099 1,025 2,17 0,209
Erreur 5 2,360 0,472

Total 9 6,458

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,6870
ANOVA a deux facteurs contrélés : IR en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour IR

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 0,936 0,936 2,63 0,180
DOSE 4 4,099 1,025 2,88 0,165
Erreur 4 1,423 0,356

Total 9 6,458

ANOVA a un facteur controlé : RDTS en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour RDTS

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 953 953 0,69 0,431
Erreur 8 11093 1387

Total 9 12047

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 37,24



ANOVA a un facteur contrdolé : RDTS en fonction de DOSE

Analyse de variance pour RDTS

Source DL SC CM F P
DOSE 4 10350 2588 7,63 0,023
Erreur 5 1696 339

Total 9 12047

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 18,42
ANOVA a deux facteurs contrélés : RDTS en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour RDTS

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 953 953 5,13 0,086
DOSE 4 10350 2588 13,93 0,013
Erreur 4 743 186

Total 9 12047

ANOVA a un facteur controlé : NOUAIS en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour NOUAIS

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 19,7 19,7 0,27 0,614
Erreur 8 573,5 71,7

Total 9 593,2

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 8,467
ANOVA & un facteur contrdlé : NOUAIS en fonction de DOSE

Analyse de variance pour NOUAIS

Source DL SC CM F P
DOSE 4 485,1 121,3 5,61 0,043
Erreur 5 108,1 21,6

Total 9 593,2

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 4,649
ANOVA & deux facteurs contrdlés : NOUAIS en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour NOUAIS

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 19,7 19,7 0,89 0,399
DOSE 4 485,1 121,3 5,49 0,064
Erreur 4 88,4 22,1

Total 9 593,2



ANOVA a un facteur contrdlé : Photosynthése en fonction de DOSE/Cd

Analyse de variance pour PHOTO

Source DL SC CM F P
DOSE/CD 4 268,49 67,12 8,62 0,000
Erreur 45 350,35 7,79

Total 49 618,84

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Ecart-type groupé = 2,790

ANOVA a un facteur contrdlé : Photosynthese en fonction de TEMPS

Analyse de variance pour PHOTO

Source DL SC CM F P
TRAIT 9 140,4 15,6 1,30 0,265
Erreur 40 478,4 12,0

Total 49 618,8

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 3,458
ANOVA a deux facteurs contrblés : Photosynthese en fonction de DOSE/Cd; TEMPS

Analyse de variance pour PHOTO

Source DL SC CM F P
DOSE/CD 4 268,49 67,12 11,51 0,000
TEMPS 9 140,39 15,60 2,67 0,017
Erreur 36 209,96 5,83

Total 49 618,84

ANOVA a un facteur contrdlé : Photosynthése en fonction de Cd/Ca

Analyse de variance pour PHOT

Source DL SC CM F P
CD/CA 4 291,0 72,7 6,46 0,000
Erreur 45 506,8 11,3

Total 49 797,8

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 3,356

ANOVA a deux facteurs contrblés : Photosynthése en fonction de Cd/Ca; T

Analyse de variance pour PHOT

Source DL SC CM F P
CD/CA 4 290,99 72,75 10,18 0,000
T 9 249,42 27,71 3,88 0,002
Erreur 36 257,36 7,15

Total 49 797,78



ANOVA a deux facteurs contrblés : Photosynthese en fonction de DOSE/Cd; T

Analyse de variance pour PHOTO

Source DL SC CM F P
DOSE/CD 9 562,76 62,53 10,58 0,000
TEMPS 9 378,59 42,07 7,12 0,000
Erreur 81 478,54 5,91

Total 99 1419,90

ANOVA a un facteur contrdlé : Photosynthése en fonction de Cd/Ca

Analyse de variance pour PHOTO

Source DL SC CM F P
DOSE/CD 9 562,76 62,53 6,57 0,000
Erreur 90 857,13 9,52

Total 99 1419,90

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 3,086
ANOVA a un facteur contrdlé : Photosynthése en fonction de Cd/Ca

Analyse de variance pour PHOTO

Source DL SC CM™m F P
CD/CA 9 562,76 62,53 6,57 0,000
Erreur 90 857,13 9,52

Total 99 1419,90

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Ecart-type groupé = 3,086

ANOVA a un facteur controlé : PROT en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour PROT

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 0,412 0,412 1,61 0,241
Erreur 8 2,052 0,257

Total 9 2,464

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,5065
ANOVA & un facteur contr6lé : PROT en fonction de DOSE

Analyse de variance pour PROT

Source DL SC CM F P
DOSE 4 1,504 0,376 1,96 0,239
Erreur 5 0,959 0,192

Total 9 2,464

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 0,4381



ANOVA a deux facteurs contrbélés : PROT en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour PROT

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 0,412 0,412 3,01 0,158
DOSE 4 1,504 0,376 2,75 0,176
Erreur 4 0,548 0,137

Total 9 2,464

ANOVA a un facteur controlé : a en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour a

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 80,3 80,3 4,62 0,064
Erreur 8 139,0 17,4

Total 9 219,3

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Ecart-type groupé = 4,169
ANOVA a un facteur contrélé : Chlo “’a’” en fonction de DOSE

Analyse de variance pour a

Source DL SC CM F P
DOSE 4 72,8 18,2 0,62 0,667
Erreur 5 146,5 29,3

Total 9 219,3

Y

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 5,413

ANOVA a deux facteurs contrbélés : Chlo ’a’” en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour a

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 80,3 80,3 4,85 0,093
DOSE 4 72,8 18,2 1,10 0,465
Erreur 4 66,2 16,6

Total 9 219,3

ANOVA a un facteur controlé : Chlo “’a’ en fonction de TRAIT

Analyse de variance pour a

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 32,65 32,65 9,49 0,015
Erreur 8 27,53 3,44

Total 9 60,18

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Ecart-type groupé = 1,855



ANOVA a un facteur contrélé : Chlo “’a’” en fonction de DOSE

Analyse de variance pour a

Source DL SC CM F P
DOSE 4 9,2 2,3 0,23 0,913
Erreur 5 51,0 10,2
Total 9 60,2
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 3,193

ANOVA a deux facteurs contrblés : Chlo “’a’’ en fonction de TRAIT; DOSE

Analyse de variance pour a

Source DL SC CM F P
TRAIT 1 32,65 32,65 7,13 0,056
DOSE 4 9,22 2,30 0,50 0,739
Erreur 4 18,31 4,58

Total 9 60,18

ANOVA a deux facteurs contrélés : Resp Cd en fonction de Temps; DOSE

Analyse de variance pour RESP

Source DL SC CM F P
Temps 5 36979 7396 31,56 0,000
DOSE 4 25096 6274 26,77 0,000
Erreur 20 4687 234

Total 29 66762

ANOVA a deux facteurs contrélés : Resp Ca/Cd en fonction de T; D

Analyse de variance pour R Ca/Cd

Source DL SC CM™m F P
T 5 30813 6163 13,17 0,000
D 4 82851 20713 44,27 0,000
Erreur 20 9357 468

Total 29 123021

ANOVA a deux facteurs contrblés : Resp Cd/Ca en fonction de Temps; DOSE

Analyse de variance pour RESP

Source DL SC CM F P
Temps 5 67298 13460 15,06 0,000
DOSE 4 97804 24451 27,36 0,000
Interaction 20 12448 622 0,70 0,799
Erreur 30 26809 894

Total 59 204359



ANOVA a un facteur controlé : APX en fonction de c

Analyse de variance pour apx

Source DL SC CM F P
Cc 1 81000 81000 3,98 0,081
Erreur 8 163000 20375

Total 9 244000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 142,7
ANOVA & un facteur contrdlé : GPX C10 en fonction de C115

Analyse de variance pour C10

Source DL SC CM F P
Cl1 4 0,0000000 0,0000000 3,76 0,090
Erreur 5 0,0000000 0,0000000

Total 9 0,0000000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 3,74E-06
ANOVA a un facteur contrélé : GPX C10 en fonction de C11

Analyse de variance pour C10

Source DL SC CM F P
Cl11 1 81000 81000 3,98 0,081
Erreur 8 163000 20375

Total 9 244000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 142,7
ANOVA & un facteur contrdlé : GPX C10 en fonction de C11

Analyse de variance pour C10

Source DL SC CM F P
Ci11 1 81000 81000 3,98 0,081
Erreur 8 163000 20375

Total 9 244000

IC individuel & 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Ecart-type groupé = 142,7



ANOVA a deux facteurs contrblés : C1 en fonction de C2; C3GSH

Analyse de variance pour Cl

Source
Cc2

C3
Erreur
Total

DL

12 0,0000000
19 0,0000000

SC
3 0,0000000 0,0000000
4 0,0000000 0,0000000

ANOVA a deux facteurs contrdlés : GSH : Cd/Ca

Analyse de variance pour C10

Source
Cl1
C12
Erreur
Total

DL SC
3 0,0000000
4 0,0000000

12 0,0000000

19 0,0000000

ANOVA a deux facteurs contrblés : GSH Cd ET Cd/Ca

Analyse de variance pour C1

Source

Cc2

C3
Interaction
Erreur
Total

DL SC
3 0,0000000
4 0,0000000

12 0,0000000

20 0,0000000

39 0,0000000

ANOVA a deux facteurs contrbélés : GST en fonction de Cd/D

Analyse de variance pour GST

Source
CD

C3
Erreur
Total

DL SC
3 8912
4 21335

12 6620

19 36866

CM F P
4,38 0,027
3,39 0,045
0,0000000
CM F P
0,0000000 2,20 0,141
0,0000000 15,16 0,000
0,0000000
CM F P
0,0000000 2,41 0,097
0,0000000 6,68 0,001
0,0000000 0,36 0,962
0,0000000
CM F P
2971 5,38 0,014
5334 9,67 0,001
552

ANOVA a un facteur controlé : GST en fonction de I'interaction Cd/ Ca

Analyse de variance

Source
Facteur
Erreur
Total

Ecart-type groupé =

117
119

SC
636855
1444471
2081327

111,

CM
318428
12346

1

F P
25,79 0,000

IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé



Conclusion Générale

La prise de conscience du mauvais état sanitaire des sols conduit évidemment a la
question de savoir quels sont les risques, pour la santé publique et pour les écosystemes,
dans chaque situation de pollution. D’une facon générale, la notion de risque inhérent a un
polluant quelconque est intimement liee a sa possibilité de transfert vers I’organisme

cible.

Concernant les métaux lourds, leurs effets sur les écosystémes locaux et les mécanismes
de leur transfert, du sol aux organismes vivants (notamment les plantes), sont encore mal
compris. Il est donc trés 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.

Depuis quelques années, les biotechnologies ont montré que I’utilisation de plantes
supérieures peut constituer une solution supplémentaire par rapport aux techniques
classiques, offrant deux directions de recherches : le confinement de la pollution, en
évitant son transfert par un couvert végeétal approprié (phytostabilisation) ; la dépollution
des sols, en favorisant le développement d’une population végétale accumulant les

métaux lourds (phytoextraction).

Les résultats obtenus tout au long de notre étude quant aux effets du Cd et du traitement

combinés Cd/Ca sur la Tomate permettent de noter un certains nombre de points :

Notre travail vient confirmer les observations des travaux réalisés préalablement sur
d’autres espéces végétales. Ainsi le Cadmium aux faibles concentrations affecte tous les
parameétres physiologiques de la tomate in vitro et Il perturbe fortement le métabolisme
des racines isolées particulierement la respiration et la photosynthése. Ce Cadmium est a
I’origine d’un déséquilibre homéostatique di principalement a un stress oxydant se
traduisant par I’induction d’une multitude d’enzymes intervenant pour la plupart dans la

détoxification.
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L’addition de [I’ion calcium semble réduire plus au moins [I’activité
induite par le cadmium. Ceci s’explique par la compétition importante existante entre les
deux ions. L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de suggerer une hypothese
relative au comportement des plants traités in vivo et in vitro d’une part et par rapport aux

concentrations utilisées d’autre part.

Dans cette hypothése (figure 47), une dilution du cadmium in vivo dans le sol et son
interaction avec d’autres éléments présents dans le sol serait pour beaucoup responsables
des effets du Cadmium observées. Le traitement in vitro, aux faibles concentrations et les
traitements discontinus permettent aux racines isolées de développer une stratégie
d’adaptation vis-a-vis du cadmium, stratégie qui permet au bout d’un certain temps aux
racines de reprendre vie et ce a travers une réactivation de tous les mécanismes perturbés

par cet élément.

Cependant les fortes concentrations de cadmium ont tendance a développer chez les
racines traitées une stratégie de tolérance (figure 48), temporaire devant laquelle les
racines isolées mettent en place tous les systemes (vacuolisation, Enz, etc..) pouvant les
protéger contre le cadmium. Cependant cette stratégie serrait temporaire si les traitements
par le cadmium durent dans le temps, car un stress oxydatif trés important (ROS trés

élevé) serait total pour les racines traitées (Peroxydation lipidique).

Il faut noter que les effets du cadmium observés sur les racines isolées in vitro nous
laissent supposer que les deux premiers phénomenes touchés par le cadmium sont la
respiration et la photosynthése, pour cela le role que pourrait jouer la mitochondrie et le

chloroplaste reste a élucider.
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En perspective :

Au terme de cette étude, plusieurs points importants notent a préciser. Il serait en effet
intéressant d’analyser I’évolution de I’activité respiratoire des mitochondries isolées a
partir de racines de tomate en fonction des différentes concentrations de cadmium, une
telle étude devrait ainsi étre réalisée sur d’autres végétaux. Enfin, il reste aussi a élucider

la nature de la compétition qui existe entre I’ion Ca” et le Cd".

Toutefois, I’hypothése formulée dans ce travail sur les effets du cadmium sur les racines
isolées de tomate et des systemes intervenants dans la détoxification ne semble pas
incompatible a I’existence d’activités enzymatiques de détoxification localisées sur

d’autres organites subcellulaires.
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