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INTRODUCTION GENERALE

Les céréales cultivées depuis des milliers d’années, constituent la base de notre
alimentation et jouent la carte de la diversité. De I’Europe a 1’Asie, en passant par I’Afrique et
I’Amérique, les hommes du monde entier en ont développé de nombreuses variétés. Elles seront
sans doute amenées a jouer un r6le fondamental face aux défis démographiques et
environnementaux du siécle. Les céréales constituent environ 30% des sources énergétiques
alimentaires dans les pays developpés, contre plus de 50% dans les pays en voie de développement,
atteignant parfois 90 % dans certains pays d’Afrique.

Les céreales sont des espéces généralement cultivées pour leur grain, dont I'albumen amylacé,
réduit en farine, est consommable par I'hnomme ou par les animaux domestiques.

La filiere céréaliere constitue une des principales filiéres de la production agricole en Algérie.
Les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systeme alimentaire et dans
I’économie nationale. Cette caractéristique est pergue d’une maniere claire a travers toutes les

phases de la filiére.

Le blé est I'une des principales céréales. Cette plante herbacée annuelle qui produit le grain
dont on tire la farine pour faire notamment le pain et les pates alimentaires constitue la base de la
ressources alimentaires du I’humanité. En effet, La production mondiale de blé en 2008 a été de 686.8
millions de tonnes (CIC, 2008), de 700 millions de tonnes en 2011 (FAO, 2012), La production
mondiale de blé en 2012, est de 690 millions de tonnes.

En Algérie, la superficie réservée a la céréaliculture est, aujourd’hui, de 3,3 millions
d’hectares qui représentent 90% des terres cultivées. Si on se réfere aux chiffres de 1929, on
constate que cette superficie n’a pas évolué. 40% de cette surface sont destinés a la production du
blé dur. Ces rendements, restent trés bas puisqu’ils ne tournent qu’autour de 10 a 15Qx/ha, malgré
les efforts fournis pour répondre aux besoins alimentaires de la population qui est toujours
croissante. Cette faible production est souvent expliquée par I’influence des mauvaises conditions
pédoclimatiques associées, notamment a : la desertification, I'érosion, la pollution, les mauvaises
pratiques agricoles et la salinisation des sols (Selmi, 2000).

Parmi les polluants les plus dangereux dans la nature, le plomb, est I’'un des contaminants les
plus répandus dans I’environnement, toxique méme a faible concentration (Jarup, 2003; Dazy,
2008). De plus, il n’est pas biodégradable, il est persistant et s’accumule dans les sols. Une fois
le sol contaminé, il pénetre dans la plante et perturbe les mécanismes de celle-ci, tel que les

structures membranaires et pariétales, la perturbation du statut hydrique, 1’absorption et la



translocation des éléments minéraux essentiels (calcium (Ca**), manganése (Mg), fer (Fe)) et
interfére avec I’activité enzymatique, notamment les enzymes impliquées dans la biosynthéese de
la chlorophylle (Seregin et lvanov, 2001; Patra et al, 2004) induisant par conséquent un arrét de
la photosynthese (Kupper et al, 1996) . Sans oublier son effet néfaste sur les enzymes anti
oxydantes, en effet, au niveau cellulaire le plomb favorise la production d’especes réactives de
I’oxygeéne (ERO) et perturbe le statut redox des cellules, ce qui occasionne un stress oxydatif

(Serrejin et Ivanov, 2001; Pourrut 2008).

Le plomb peut contaminer tous les écosystémes terrestres et arriver jusqu’a 1’homme par le
biais de la chaine alimentaire et représenter un danger pour la santé humaine. La contamination
de I’homme par le plomb s’appelle le saturnisme qui se traduit sur le plan symptomatologique
par des coliques, des cancers du rein, hypertension. Tandis que chez I’enfant le risque
d’intoxication saturnique est plus élevé, a une exposition égale, I’organisme d’enfant absorbe
50% du plomb ingéré, tandis que la proportion chez 1’adulte est seulement 5 a 7% (Gérard,

2001). Les organes cibles sont: le systéme nerveux, la moelle osseuse et le sang.

Le travail de cette thése, consiste a €tudier les effets d’une pollution métallique par le

plomb sur une céréale le blé dur (Triticum durum Desf).

Cette étude a pour but d’évaluer le comportement de trois variétés de blé dur
(Vitron, Waha et Gta), vis-a-vis du nitrate de plomb Pb(NO3),. Ceci dans le but de connaitre ses
effets sur la germination et la croissance, phases trés importante dans la production végétale. Par
ailleurs, nous avons également étudié des parametres physiologiques, biochimiques et enzymatiques
pour déterminer la sensibilité et/ ou les stratégies adaptatives des variétés par rapport a ce polluant.

Cinque chapitres composent ce document :

- le chapitre premier présente une synthése bibliographique sur la biologie du modele
biologique utilisé dans notre travail (le blé).

-le deuxieme chapitre traite de la pollution par les métaux lourds notamment le plomb et ses
effets sur les végétaux.

-le troisieme chapitre est réservé au matériel et méthodes utilisées dans cette investigation, le
déroulement des expériences, les doses de plomb préconisées et les techniques et protocoles de
dosages des variables.

-le quatriéme chapitre est consacré aux résultats et discussion obtenus lors de cette thése et

enfin on termine avec une conclusion génerale.
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CHAPITRE I: PRESENTATION DE L’ESPECE ETUDIEE

I.1. Généralités sur le ble

Le bl¢ fait partie des trois grandes céréales avec le mais et le riz. C’est la troisiéme espece
par importance de la récolte mondiale, et la plus consommée par I’homme. En Algérie, le blé est
cultivé pour son grain, ¢’est une culture qui occupe grandes surfaces. On distingue deux especes de
blé: le blé tendre et le blé dur. Ces deux espéces, se différencient par la friabilite de l'amande.
L'amande du blé tendre est blanche et friable, tandis que celle du blé dur est jaune et plus dure. Au
moulin, les graines de blé tendre sont broyeées en farine, celles-ci servent a la fabrication de pains,
de biscuits, de patisseries, de pizzas, de viennoiseries. A la semoulerie, les grains de blé dur sont
broyés en semoules, ceux-ci servent a la fabrication de pates et de couscous.
1.2. Historique de blée

La culture des céréales a permis ’essor des grandes civilisations, car elle a constitué 1’'une
des premieres activités agricoles. En effet, Il ya plus de trois millions d’années, I’homme
préhistorique était nomade, pratiquait la chasse et la cueillette des fruits pour assurer sa nourriture.
Le nomadisme a progressivement laissé la place a la sédentarité qui permit la culture des céréales.
Le blé est 'une de ces céréales connue depuis 1’antiquité (Ruel, 2006). Sa culture remontée au
mésolithique vers 7000 avant Jésus-Christ (anonymel, 1981; Ruel, 2006). Le blé dur provient des
territoires de la Turquie, de la Syrie, de I'lraq et de I'lran (Feldman 2001).

Le terme blé vient probablement du gaulois blato (a 1’origine du vieux frangais blaie, blee,
blaier, blaver, d’ou le verbe emblaver, qui signifie ensemencer en blé) et désigne les grains qui
broyés, fournissant de la farine, pour des bouillies (polenta), des crépes ou du pain. On trouve sous
le nom de blé des especes variées: le genre Triticum (du latin Tritus, us= broiement, frottement): le

blé moderne (froment), I’orge (Hordeum) et le seigle (Secale cereale), le blé noir (sarrasin).

C’est en I’an 300 ans avant JC, que les premiers procédés de panification ont été élaborés
par les Egyptiens qui préparaient déja les premicres galettes a base de blé. L’homme sait alors
produire sa propre nourriture, en méme temps celui-ci acquiert son autosuffisance alimentaire et en
ces temps la, apparaissent les premiers échanges commerciaux. Par la suite, les techniques de
panifications se sont améliorées grace au Hébreux, Grecs et enfin Romains qui en répandent ['usage
a travers I’Europe et devenue, un des constituant essentiel de I’alimentation humaine (Yves et de

Buyer., 2000).

I. 3. Importance des céréales



1.3.1. Importance alimentaire

Les blés constituent la premiére ressource alimentaire de I’humanité, et la principale source
de protéines. lls fournissent également une ressource privilégiée pour lI'alimentation animale et de
multiples applications industrielles. La presque totalités de la nutrition de la population mondiale est
fournie par les aliments en grains dont 95% sont produits par les principales cultures céréaliéres
(Bonjean et Picard, 1991).

1.3. 2. Importance économique

Le blé dur représente environ 8% des superficies cultivées en blés dans le monde dont 70%
sont localisées dans les pays du bassin méditerranéen. La Turque, la Syrie, la Grece, I'ltalie,
I'Espagne, et les pays d'Afrique nord, sont en effet, parmi les principaux producteurs (Monneveux,
2002). Par ailleurs, le blé dur occupe une place centrale dans I'économie Algérienne. En 2012, a
atteint une production de blé de 51,2 MQ contre une production mondiale de 690 MT. Sur une
superficie de 3 Mha réservée a la céréaliculture, 1 785 000 ha sont destinés a la culture du blé (CIC,
2008).

|.4. Origine et diversité du blé dur en Algérie

Les blés constituent le genre Triticum, qui comporte un certain nombre d’espéces cultivées. Du
point de vue génétiqgue on peut les classer en diploides (Triticum monococcum:14
chromosomes), tétraploides (Triticum turgidum:28 chromosomes), et hexaploides (Triticum
aestivum:42 chromosomes). Ainsi 1’origine du blé dur est un hybride, résultant du croisement
aléatoire et naturel de I’espéce Triticum monococcum (Sauvage) et une herbe spontanée
apparentée au blé nommée Aegilops speltoides, toutes deux vraisemblables, puisqu’on les

rencontre dans la méme aire géographique (Belaid, 1996).

Les blés cultivés en Algérie appartiennent pour la presque totalité aux especes T. aestivum L. (blé
tendre) et T. durum Desf. (blé dur) A I’intérieur de chaque espéce on trouve de nombreuses
variétés botaniques. En effet, la diversité des blés Algériens a été a I’origine, étudiée a partir des
caracteres morphologiques. D’autres parametres tels que la taille, la forme de 1’épi, la position
des barbes ont été pris en considération afin de distinguer ainsi un grand nombre de populations
(Erroux, 1949).

Ducellier en (1930), a décrit I’ensemble des especes de blé cultivées en Algérie: les blés durs
(avec et sans barbes). Avant I’indépendance, il en comptait vingt-neuf variétés d’origine arabes

(Hedba, Mohamed ben Bachir, Bidi). Plus de 30 années aprés les travaux de Ducellier (1930);



Laumont et Erroux (1961) ont mentionné les mémes variétes cultivées de blé dur a une ou deux

exceptions.

L.5. Les principales caractéristiques de la culture du blé
I.5.1.Description de la plante du blé

La plante du blé est une graminée de hauteur moyenne pouvant atteindre jusqu'a 1.5 m selon
les variétés et dont le limbe des feuilles est aplati. L’inflorescence d’un épi terminal se compose de
fleurs parfaites (Bozzini, 1988). Il existe des variétés de blé dur semi-naines. Le systeme racinaire
comprend des racines séminales produites par la plantule durant la levée, ainsi que des racines
adventives (latérales) qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la plante et constituent
le systeme racinaire permanant. Le blé dur possede une tige cylindrique, dressé habituellement
creuse et subdivisée en entrenceuds. Certaines variétés possédent toutefois des tiges pleines (Clarke,
2002). Le chaume (talle) se forme a partie de bourgeons axillaires aux nceuds a la base de la tige
principale. Le nombre de brin dépend de la variété, des conditions de croissances et de la densité de
plantation. Dans des conditions normales une plante peut produire trois brins en plus de la tige
principale (Bozzini, 1988). Comme pour d’autres graminées, les feuilles de blé dur se composent
d’une base (gaine) entourant la tige, d’une partie terminale qui s’aligne avec les nervures paralléeles
et d’une extrémité pointue. Au point d’attache de la gaine de la feuille se trouve une membrane
mince et transparente la ligule, comportant deux petits appendices latéraux, les oreillettes. La tige
principale et chaque brin portent une inflorescence en épi terminal.

L’inflorescence du blé dur est un épi muni d’un rachis portant des épillets séparés par de
courts entrenceuds (Bozzini, 1988). Chaque épillet compte deux glumes (bractées) renfermant de
deux a cing fleurs distiques sur une rachéole. Chaque fleur parfaite est enfermée dans des structures
semblables & des bractées, soit la glumelle inferieure (lemme) et la glumelle supérieure (paléa).
Chacune compte trois étamines a anthere biloculaires, ainsi qu’un pistil a deux styles a stigmates
plumeux. A maturité, le grain de pollen fusiforme contient habituellement trois noyaux. Chaque
fleur peut produire un fruit a une seule graine, soit le caryopse. Chaque graine contient un large

endosperme et un embryon aplati situé a I’apex de la graine et a proximité de la base de la fleur.

1.5.2. Composition histologique et biochimique du grain
Les graines de blé sont des fruits appelées caryopses. Elles ont une forme ovoide, possedent
sur ’'une de leur faces une cavité longitudinale (le sillon) et a I’extrémité opposée de 1’embryon des

touffes de poils (la brosse). Le grain de blé se compose de trois parties principales:



1.5.2.1.les enveloppes
Les enveloppes sont de nature cellulosique qui protege le grain et représentent 14-16% de la
masse du grain. Elles renferment une teneur importante en protéines, en matieres minérales et en
vitamine du complexe B; elles contiennent en outre les pigments qui donnent la couleur des grains
(figure 1). Les enveloppes ont une épaisseur variable et sont formées de trois groupes de téguments
soudés:
-le péricarpe ou tégument du fruit constitué de trois assises cellulaires :
-épicarpe, protégé par la cuticule et les poils.
-mésocarpe, formé de cellules transversales
-endocarpe, constitué par des cellules tubulaires.
Il est riche en celluloses, hémicelluloses et pentosanes ainsi qu’en ¢léments minéraux (Godon et
William, 1991).
I.5.2.2. L’endosperme (amande ou albumen)
Constitue presque tout I’intérieur du grain et se compose principalement de minuscules
grains d’amidon. On y trouve I’essentiel des réserves énergétiques qui nourrissent la plantule au
moment de la germination. Il forme environ 80% du poids d’un grain et est constitué de granules

d’amidon enchassés dans le réseau protéique (gluten).

I.5.2.3. Le germe (embryon)

Il constitue un organe de réserve, riche en protéines et en lipides pour la jeune plantule et
forme environ 2,5% a 3% du grain de blé. Le germe comprend deux parties: la plantule (future
plante) et le cotylédon (réserve de nourriture trés facilement assimilable, destinée a la plantule) qui
contient I’essentiel des matieres grasses du grain. Enfin, le germe est riche en vitamine B1, B6

(Surget et Barron, 2005).
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Figure.1: Coupe longitudinale d’un grain de blé

Le grain de blé est principalement constitué d'amidon (environ 70%), de protéines (10 a 15%
selon les variétés et les conditions de culture) et de pentosanes (8 a 10%). Les autres constituants,
pondéralement sont mineurs (quelques % seulement), sont les lipides, la cellulose, les sucres libres,

les minéraux et les vitamines (Tableau. 1) (Feillet., 2000).

Ces constituants se répartissent de maniére inégale au sein des différentes fractions
histologiques du grain. L'amidon se retrouve en totalité dans I'albumen amylacé, les teneurs en
protéines du germe et de la couche a aleurone sont particuliérement éleveées; les matieres minérales
abondent dans la couche a aleurone. Les pentosanes sont les constituants dominants de cette
derniére et du péricarpe. La cellulose représente pres de la moitié de celui-ci, les lipides voisinent

ou dépassent les 10% dans le germe et dans la couche a aleurone.

Tableau. 1: Distribution histologique des principaux constituants du grain du blé d’aprés
Feillet (2000).

Constituants Protéines | Matiéres Lipides Matieres Pentosanes | Amidon
(% de la masse (%) Minérales (%) Cellulosiques (%) (%)
du grain) (%) (%)




Péricarpe (4%) 7- 8 3-5 1 25- 30 35- 43 0
Téguments (1%) 15- 20 10- 15 3-5 30- 35 25- 30 0
Reste du nucelle 30- 35 6- 15 7- 8 6 30- 35 10
Assise protéique 30- 35 6- 15 7- 8 6 30- 35 10
Germe 35- 40 5- 6 15 1 20 20
Albumen 8- 13 0.35- 060 1 0.5-3 70- 85
(82- 85%)

I .5.3. Classification du blé dur

La plupart des céréales, herbacée, annuelle, monocotylédone, appartiennent a la famille des

Graminées et/ou Poacées. Ce sont: le blé, I'orge, l'avoine, le seigle, le mais, le riz, le millet, le

sorgho. Les unes appartiennent a la sous-famille des Festucoidées: blé, orge, avoine, seigle; les

autres a la sous-famille des Panicoidées: mais, riz, sorgho, millet.

Le blé dur est une céréale autogame appartenant a I’ordre des Graminnales et/ou Poales,

famille des Graminae et/ou Poaceae (Rudolphe, 2001). Une classification détaillée est donnée par le

tableau ci-dessous (tableau 2).

Tableau. 2: Classification botanique du blé

Embranchment

Spermaphytes

Sous embranchment

Angiospermes

Classe Monocotylédones
Ordre Commélimiflorales
Sous ordre Poales
Famille Graminae ou Poaceae;

Genre et espéce

Triticum durum




I .5.4. Exigences du blé
I.5.4.1. Exigences édaphique

Le blé exige un sol bien préparé, meublé et stable, résistant a la dégradation par les pluies
d’hiver pour éviter 1’asphyxie de la culture et permettre une bonne nitrification au printemps. Sur
une profondeur de 12 & 15cm pour les terres battantes (limoneuses en générale) ou 20 a 25 cm pour
les autres terres et une richesse suffisante en colloides, afin d’assurer la bonne nutrition nécessaire
aux bons rendements (Soltner, 1990). Particuliérement un sol de texture argilo-calcaire, argilo-
limoneux, argilo-sableux ne présentant pas de risques d’excés d’eau pendant I’hiver.

Les séquences de travail du sol & adopter doivent étre fonction du précédent cultural, de la
texture du sol, et de la pente.

Le pH optimal se situe dans une gamme comprise entre 6 a 8. La culture de blé est

modérément tolérante a 1’alcalinité du sol dont la C.E.

I.5.4.2. Exigences climatiques
I. 5.4.2.1. Température

La majorité des variétés peuvent supporter un gel modéré pendant I’hiver si la plante est
suffisamment développée. Par contre le blé ne supporte pas les fortes températures et les déficits
hydriques en fin de cycle pendant le remplissage du grain. En effet, la température conditionne a
tout moment la physiologie du blé. Une température supérieure & 0°C (le zéro de végétation) est
exigée pour la germination, cependant ’optimum de croissance se situe entre 20 et 26°C. Un
abaissement de la température pendant 1’hiver est nécessaire a certaine variétés dite d’hiver, cette

exigence conditionne la montaison et la mise a fleur (Clement et Prats, 1970).

I.5.4.2.2. L’eau

L’eau joue un role important dans la croissance de la plante (Soltner, 1990), la germination
ne se réalise qu’a partir d’un degré d’imbibition d’eau de 30%. En effet, C’est durant la phase épi
1Cm a la floraison que les besoins en eau sont les plus importants. La période critique en eau se
situe entre 20 jours avant I'épiaison jusqu'a 30 a 35 jours apres la floraison (Loue, 1982). C’est pour

ca que le semis est toujours recommande en culture pluviale.

I. 5.4.2.3. La lumiére
La lumiére est le facteur qui agit directement sur le bon fonctionnement de la photosynthése

et le comportement du blé. En effet, un bon tallage est garanti, si le blé est place dans les conditions



optimales d'éclairement (Soltner, 1990). Une certaine durée du jour (photopériodisme) est

nécessaire pour la floraison et le développement des plantes.

I. 5.4.2.4. Fertilisation
Les cultures annuelles telles que les blés craignent la carence en phosphore (P) et en
Potassium (K) quand elles sont jeunes car leurs racines n’exploitent qu’une faible partie du sol.

L’engrais doit donc étre apporté en début de cycle et au plus prés des jeunes racines.

Role des éléments fertilisants

L’azote

L’azote est un élément indispensable a la culture et la croissance du blé. En effet, c’est le
pivot de la production de biomasse, du rendement et de la qualité des produits récoltés. C’est
1I’élément essentiel de la synthése protéique par la formation du radical amine (NH2) indispensable

aux liaisons peptidiques (Mazliak, 1998).

Les besoins de la culture sont essentiellement azotés. Ainsi pour les satisfaire au mieux, il
est conseillé de semer une culture de blé apres un précédent cultural du type légumineux. Car la
Iégumineuse laisse au sol une grande quantité d’azote sous forme organique. Dans le cas d’un
apport unique, s’il est trop précoce, il entraine la formation des talles, mais peut provoquer un
risque de carences a la montaison. L apport est dans ce cas mal valorisé. Situé en fin de tallage, il
est beaucoup mieux utilisé. En effet aprés minéralisation, I’azote disponible a la montaison favorise
la montaison et la formation des épis et se termine par un bon remplissage du grain et un taux
protéique satisfaisant (Grignac, 1965).La meilleure facon d’apporter une fertilisation azotée est la
technique fractionnée, c'est-a-dire diviser les besoins globaux de la culture en phases critiques de

croissance telles que: la levée, le tallage et le debut floraison.

Le phosphore

Le phosphore est un elément fondamental parmi les trois éléments majeurs (N, P, K) apportés
par les engrais et le plus anciennement connu. Le phosphore se trouve dans la plante sous forme
minérale (Duthil, 1973). Mais il est beaucoup plus fréqguemment présent combiné sous forme
organique. Sa répartition dans les tissus est trés inégale et augmente généralement avec la teneur en

azote (Gervy, 1970). D'aprés ce dernier auteur, la teneur des végétaux en phosphore est soumise a



des variations trés importantes ; elle dépend principalement de la nature de I'espéce, de I'age de la
plante et de lI'organe analysé ; elle dépend également, dans une moindre mesure, de la richesse du
sol en P,0s; elle dépend enfin trés faiblement de la présence d'autres éléments minéraux donnant
lieu a des antagonismes aves l'acide phosphorique. Le phosphore joue également plusieurs roles
dans la vie des plantes. Il est considéré comme un constituant essentiel des chromosomes, il
intervient partout ou il y a multiplication cellulaire d'ou I'importance du phosphore dans les
phénomeénes de croissance et de reproduction. Il joue aussi, un réle déterminant dans le transfert
d'énergie, il est indispensable a la photosynthése et aux processus chimio-physiologiques de la

plante (Lambert, 1979). Selon Moughli (2000), le phosphore participe dans :

- maturation des grains : des teneurs élevées en phosphore réduisent le temps de maturité et
donne une paille plus solide.

- formation des graines nécessite du phosphore: des quantités importantes de phosphore sont
stockées dans les semences.

- stimulation de la croissance des racines: un apport localisé de phosphore (et nitrate) entraine
une prolifération des racines dans cette zone. Par contre, on a constaté moins de réponse de

la racine a des apports localisés de potassium ou d'ammonium.
Le potassium

Pour certains minéraux, la quantité présente dans le sol doit étre supérieure a la quantité
nécessaire; en effet ils peuvent étre présents dans le sol, mais non disponibles pour autant pour la
plante. Le potassium est essentiellement retenu par I'numus ou l'argile (dans certains sols, il pourra
donc étre perdu en grande quantité par lessivage). Le potassium n'est pas trés mobile dans la plante.
Il joue un role primordial dans l'absorption des cations, dans l'accumulation des hydrates des
protéines, le maintien de la turgescence des cellules et la régulation de I'économie d’eau de la
plante. C'est aussi un élément de résistance des plantes au gel, a la sécheresse et aux maladies. Il est

essentiel pour le transfert des assimilats vers les organes de réserves (grains, bulbes et tubercules)

Les besoins en potassium des céreales peuvent étre supérieurs aux quantités exportées par
les récoltes a savoir 30 a 50 Kg de K,O de plus par hectar, (Belaid, 1987). Dans un travail antérieur,
Aissa et Mhiri (2000), ont montré que le blé dur a pu répondre a un apport potassique dans des sols
titrant 364mg/ Kg de sol. Ces travaux ont montré que plus la conduite de la culture du blé est

intensive, plus ce seuil est élevé.

I. 5.5. Phénologie du blé
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I .5.5.1.Stade de semis

L'installation d'une culture de blé est tres importante puisqu'elle conditionne le
développement et la croissance des plantes. Le succes de cette installation dépend: du choix de la
variété, adaptée au climat et au sol de la zone, de la date du semis, de la densité de semis et de la

profondeur de semis.
Les systémes de cultures ont favorisé divers types de ble:

- le blé d'hiver est semé a I'automne. Il caractérise les régions méditerranéennes et tempérees;
- le blé de printemps est semé au printemps dans les pays a hiver plus rude. La différence
principale avec le blé d'hiver et le blé de printemps, est que ce dernier supporte assez
difficilement les températures basses. C'est grace a lui que la Sibérie occidentale et le

Canada sont devenus de gros producteurs.

I.5.5.2. Stade germination- levée

La germination, la levée de dormance ou I’embryogénése tardive, est la premiére phase du
développement d’une plante (Figure. 2) (Tourte et al., 2005), dans laquelle la graine retourne a la
vie active apres une période de dormance (Théron, 1964). Lors de la germination, I’embryon
augmente dans le volume par le phénomeéne d’hydratation et ['utilisation des réserves qui
dégagent progressivement les enveloppes qui I’entourent (Binet et Brunel, 1999). Selon Al-Ani et
al., (1982), ILa germination est régulée par des caractéristiques génotypiques mais aussi par les

conditions liées au milieu (Ndour, et Danthru, 1982).
I.5.5.3. Stade levée-tallage

Selon Soltner (1988), Cette phase est un mode de développement propre aux graminées,
caractérisée par la formation du plateau de tallage, I'émission de talles et la sortie de nouvelles
racines. Cette phase besoin des températures moyennes de 09 a 22°C respectivement (Mekliche,
1983). Le tallage est marque par l'apparition d'une tige secondaire, une talle, a la base de la
premiére feuille. Les autres feuilles poussent elles aussi leurs talles vertes. A l'intérieur de la tige, on
peut trouver ce qu'on appelle la pointe de croissance. Elle commence a ressembler a un épi de blé.
Initialement, la pointe est sous terre, protégée contre le gel. Au fur et a mesure de la reprise de la

végétation, la pointe de croissance va s'élever dans la tige.

I.5.5.4. Stade tallage- montaison
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Elle est caractérisée par la formation de talles et linitiation florale qui se traduit par
I'apparition de la future ébauche de I'épi; tout déficit hydrique durant cette période se traduit par une
diminution du nombre de grains par épi (Martin, 1984). Dans cette phase, les entres- nceuds de la
tige principale se détachent du plateau du tallage, ce qui correspond a la formation du jeune épi a
I'intérieur de la tige (Belaid, 1987). Couvreur en (1981), considére que ce stade est atteint quand
la durée du jour est au moins de 11 heures et lorsque la culture a regue au moins 600° C. (indice
somme des températures depuis le semis). Parallelement, on assiste a I'allongement des entrenceuds.
Le stade (épi a 1cm) du plateau de tallage est caractérisé par une croissance active des talles. Le

plant de blé a besoin, durant cette phase, d'un important apport d'azote.

A la fin de la montaison apparait la derniére feuille sortie. En semis dense, cette feuille est
essentielle car elle va a elle seule contribuer a 75% du rendement en grains. Juste avant la maturité,
les plants issus d’un semis dense se concurrencent mutuellement entre eux, c'est méme
généralement la seule feuille encore vivante. Lorsque cette feuille est touchée, le poids de la récolte
en grain devient compromis (Belaid, 1986). En effet, avec des plants serrés le poids unitaire des
grains est déja faible. De surcroit, cette faible distance entre chaque plant facilite la propagation des
maladies. Au moindre stress, la céréale risque alors de donner des grains de tres faible poids. On
prévient dans l'immédiat cette baisse du rendement avec I'épandage préalable d'engrais et de
pesticides, s'installe ensuite un phénomene de dépendance croissante a ces produits.

I .5.5.5. Stade d’épiaison

Cette période commence dées que I'épi apparait hors de sa gaine foliaire et se termine quand
I'épi est complétement libéré (Bahlouli et al.,2005). La durée de cette phase est de 7 a 10 jours, elle
dépend des variétés et des conditions du milieu, (Martin, 1984).C'est la phase ou la culture atteint
son maximum de croissance. Chez le blé dur, c'est le moment ou apparaissent les extrémités des
barbes a la base de la ligule de la derniere feuille. Avant I'apparition de I'épi, on peut voir un
gonflement de la graine. A ce stade, le nombre total d'épis est défini, de méme que le nombre total
de fleurs par épi. Chaque fleur peut potentiellement donner un grain, mais il est possible que

certaines fleurs ne donnent pas de grains, en raison de déficit de fécondation par exemple.
I .5.5.6. Stade floraison- fécondation

La floraison s'observe a partir du moment ou quelques étamines sont visibles dans le tiers

moyen de I'épi, en dehors des glumelles. Quand les anthéres apparaissent, elles sont jaunes; apres
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exposition au soleil, elles deviennent blanches a ce moment la, la fécondation est accomplie. Le
grain de pollen des blés est monoporeé et sa dispersion est relativement faible. Le nombre de fleurs
fécondées dépend de la nutrition azotée et d'une évapotranspiration modérée (Soltner, 1988).

1.5.5.7. Stade remplissage des grains

Les plantes continuent leur croissance, elles stockent des réserves dans les graines. Il faut
surveiller ’apparition de maladies ou de parasites pour intervenir rapidement. (Battinger, 2002).
Cette phase est caractérisée par le grossissement du grain, I'accumulation de I'amidon et les pertes
de I'humidité des graines par phénomene naturel de déshydratation qui marque la fin de la
maturation (Soltner, 1988). Cette phase de maturation dure en moyenne 45 jours. Les graines vont

progressivement se remplir et passer par différentes stades:

Phase de la maturité laiteuse

Ce stade est caractérisé par la migration des substances de réserves vers le grain et la
formation des enveloppes. Le grain est de couleur vert clair, d'un contenu laiteux et atteint sa

dimension définitive.

Phase maturité pateuse

Durant cette phase, les réserves migrent depuis les parties vertes jusqu'aux grains. La teneur
en amidon augmente et le taux d'humidité diminue. Quand le blé est mdr le végétal est sec et les

graines des épis sont chargées de réserves (Soltner, 1988).

Phase maturité compléte

Aprés le stade pateux, le grain mdrit, se deshydrate. Il prend une couleur jaune, durcit et

devient brillant. Ce stade est sensible aux conditions climatiques (Soltner, 1988).
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Chapitre I1:

Les Métaux Lourds Et Leurs Effets



CHAPITRE II: LES METAUX LOURDS ET LEURS EFFETS

I1.1. Généralités

Les métaux lourds, ou éléments traces métalliques (ETM), sont les éléments de la
classification périodique formant des cations en solution. Ces éléments métalliques naturels, métaux
ou métalloides (Dung Hunh, 2009) ont une densité de 5g/cm?, et une masse atomique d’environ 40
(Seregin and Ivanov, 2000).

Les métaux lourds (MT) sont divisés en deux catégories:

- métaux essentiels ou oligo-éléments, sont des eléments nécessaires a la vie des plantes et
se trouvent en faible quantité tels que: le Fer (Fe), le Manganése (Mn), le Zinc (Zn), le Cuivre (Cu)
et le Molybdene (Mo).

-métaux non nécessaires, sont des éléments non indispensable a la vie des plantes et dans
certains cas sont toxiques, méme a de tres basses concentrations dans la plante, de 1’ordre du
nanogramme ou du microgramme par kilogramme de matiere seche (MS), ils peuvent avoir un
effet biologique, c’est le cas, du bore (Br), du plomb (Pb) et du nickel (Ni) et du cadmium (Cd).
Bliefert et Perraud, (2009), nous informe que les métaux lourds sont sous différentes formes dans
la nature:

-sous forme ionique.
-sous forme de complexes inorganiques et organiques (Plante et al., 1998) ou,
-en solution ou absorbeée sur des colloides ou des aérosols.

I1.2. Pollution par les métaux lourds
I1.2.1.Pollution d’origine naturelle
I1.2.1.1.Le sol

Les métaux lourds trouvés naturellement dans la nature (Dung Huynh, 2009), proviennent
soit de 1’éruption volcanique qui est a I’origine de 80% de 1’émission naturelle, soit des feux des
forets et les sources biogéniques (Abi Gahanem., 2008). lls sont transportés par la suite, vers les
sols soit par le vent, soit par les eaux de précipitation qui lessivent I’atmosphere et solubilisent les
éléments traces metalliques avant de tomber sur les sols. Ou bien le lessivage des surfaces
imperméabilisées par le ruissellement des eaux pluviales (Delmas et Gadras, 2000). Grace a ses
propriétés d’absorption et d’échange, pH, force ionique, présence de cation compétiteurs, le sol
peut retenir jusqu’a un certain seuil de concentration en métaux. Ils sont le plus souvent stockés
pendant les périodes séches, remobilisés et entrainés pendant les périodes de pluie. (Massoud, 1992;
Laperche et al., 2004). La pollution des sols par les métaux lourds, peut modifier la structure du



sol. C’est pour cela, Thorez, en (1998), a ¢établi des valeurs limites des concentrations des ETM

admissibles dans les sols (Tableau.3).

Tableau. 3: Valeurs limites des concentrations des éléments traces admissibles dans les sols
selon Thorez, (1998)

Eléments traces métalliques dans les sols | Valeurs limites par les sols (mg/Kg de MS)

Cadmium 2

Chrome 150

Cuivre 100
Mercure 1

Nickel 50

Plomb 100

Selinium 10

Zinc 300

A titre d’exemple, parmi ces ETM, le plomb, est par importance le 36°™ élément constituant

I’écorce terrestre. Cette derniére en contient 14.8 mg.Kg'1 de sol (Laperche, 2004), c'est-a-dire,

0.002% (Ceccechi, 2008) et la concentration de plomb dans le sol dépend la roche considéréee

(Tableau.4).
Tableau. 4: Concentration en Pb de différentes roches d’apres Nriagu, (1978) in Laperche,
(2004)
Roches Type de roche Teneur moyenneen Pb | Teneurs en gramme (Q)
en mg Kg™
Magmatiques Gabbro 1.9 04a6.4
Andesite 8.3 0.62a36
Syénite 13.9 4.7 a>50
Granite 22.7 2a>200
Ecologite 1.5 0.1a55
Métamorphiques Marbre 3.9 09a7
Gneiss et Schistes 17.6 0.4 a>100
Granulite 18.5 0.5a>50
Sédimentaires Evaporite 0.2 <0.01a4
Calcaire et dolomie 6.7 <1a>100
Grés 9.8 <la>50




Dans le sol, le plomb est consideré comme un polluant primaire persistant, non
biodégradable et ne perd pas sa toxicité avec le temps (Mielke et Reagan, 1998 ; Maike et al.,
1997). Sa durée de vie dans le sol est d’environ 1700 ans (Jean et Laurence, 2004).

I1.2.1.2.L’atmosphére

On parle de pollution atmosphérique ou de 1’air ambiant, lorsque sa composition se trouve
modifiée qualitativement et/ou quantitativement et les métaux lourds modifient relativement la
composition de 1’atmosphére lorsqu’ils se trouvent en quantités élevés (Ndoye, 2002).

Le plomb et le cadmium, a I’instar de la plus part des métaux présent dans 1’atmosphere, se
retrouvent principalement incorporés dans les particules atmosphériques. Et les concentrations de
fond typique sont de ’ordre de 10 ng.m™ pour le plomb et de 0.1 ng.m™ pour le cadmium. (2006.
Roustan, 2005). Sa dispersion dans I’atmosphére dépend de leurs propriétés physico-chimiques
(solubilité, réactivité avec les constituants de 1’air, etc.) (Richert et al., 2006), et aux conditions
météorologiques (vent, humidité, soleil) et la topographie locale (altitude, relief, cour d’eau) (EIl
Yamani, 2006). Les travaux effectués par Czicz, en (2009) ont montré que le plomb change les
propriétés des nuages et par conséquent, I’équilibre de 1’énergie solaire qui affecte notre
atmosphére.
11.2.1.3.Dans I’eau

Deux tiers (2/3) de la surface de la planete sont recouverte d’eau, mais 0.03% seulement de
cette ressource est utilisable pour les activités humaine (Sébastien, 2005). Avec la pollution par les
métaux lourds, le taux d’utilisation de 1’eau est réduit, dans les mers, les lacs, et les eaux de
ruissellements.

Les MT sont dissouts (Langlois et Shoterdijk, 1989) et changent trés rapidement de
structures chimiques en fonction des caractéristiques de 1’eau, du pH, de la température
(Boucheseiche et al., 2002) et des conditions d’oxydoréduction (Laurent, 2002). Les concentrations
obtenues varient respectivement de 1’ordre de 0.08 a 0.4, et de 1 a 10ug/l dans les eaux de
ruissellement (Semmadi, 1989), 650 ng/l dans 1’eau potable (Laurent, 2001). En présence de
particules minérales et organiques, les ETM migrent vers le fond et se déposent dans les sédiments,
en devenant un véritable réservoir de la pollution, source potentielle de contamination. (Afri et al.,
2009).
11.2.2.Pollution d’origine anthropique

Les métaux lourds d’origine anthropique sont plus important que ceux, d’origine naturelle,
par exemple, le plomb rejeté dans I’environnement par les activités humaines est en quantité 300
fois supérieure que par les processus naturels (Maaike et al., 1997).

I1.2.2.1.Pratiques agricoles



Les applications de la fertilisation (Jin et al., 2010), notamment les engrais minéraux
susceptibles de contenir de cadmium, de I’arsenic, du chrome et du vanadium (Faurie et al., 1998 ;
Ouanouki, 2009). Les amendements organiques sous forme de composts de déchets urbains et de
boues de station d’épuration renferment fréquemment du cadmium, du cuivre, de zinc, du nickel,
du mercure, du chrome, du plomb et du sélénium (Beesley et Dickinson, 2010 ; Boneau et Sochier,
1979). D’autres pratiques agricoles contribuent également a polluer le sol par les ETM, notamment:

- T’utilisation des herbicides (Jin et al., 2010) comme moyen de lutte contre les mauvaises

herbes,

- Dirrigation des sols par les eaux usées. Des travaux dans la ville de Settat au (Maroc)
montre que cette application a engendré ’augmentation de la concentration en plomb et en
zinc de 178ppm et 20.12ppm respectivement, dépassant la concentration maximale admise
par un sol normal (100ppm pour le plomb) (Kao et al., 2007). Pour le chrome et le cuivre
d’autres travaux conduits toujours au Maroc ont montré 1’¢élévation de 1’ordre de 121.8 et

182ug/l respectivement. Ces teneurs alors serraient a 1’origine d’une pollution importante

dans le sol (Yatrabi et Najmeddine, 2000).

I1.2.2.2.Source industrielle

Selon Michel (1992), les industries chimiques, sidérurgiques, métallurgiques rejettent de tres
nombreux métaux dans la nature (Figure.3 et 4). En effet, en (2006), les émissions de mercure
s’élévent a 8 tonnes, les émissions de plomb a 128 tonnes et environ 5000 tonnes par an de mercure
sont a D’échelle mondiale rejetées par ’homme (Dupet, 1984). Sans oublier, la circulation
automobile qui est la cause de 90% du plomb dans 1’atmosphere (car il est ajouté a I’essence sous
forme de tetraéthyle de plomb (Pb(C,Hs)s) comme produit antidétonant, dans les moteurs pour
améliorer I’indice d’octane (indice de combustion). Il est décomposé en plomb et en radicaux

éthyle selon la réaction suivante ci-dessous:

Pb(C,+ ——%80°> H+4C,Hs (Ndoye, 2002; Bliefert et Perraud, 2009) (1)

La figure (1) suivante ci-dessous résume les différentes voies de contamination par les métaux

lourds :




ECHELLE PLANETAIRE

ECHELLE LOCALE }

Figure.3: Pollution anthropiques par les métaux d’aprés Richert et al., (2006)
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Figure.4: Schéma simplifié de I’origine des métaux lourds dans le sol, d’aprés Dung Hungh,

(2009)

I1.2. Présentation du plomb
Le plomb provient du terme latin plombum, de symbole (Pb), mou et déformable. 1l posséde
une densité de 11.3 et se retrouve a 1’air d’une couleur carbonaté grisatre. Il n’a ni gout ni odeur

caractéristique, de numéro atomique 82 et de poids atomique 207.2. Son point de fusion est de



327.4 °C et sa température d’ébullition est de 1500° C (Larousse 1980). Il est peu soluble dans
I’eau froide, I’eau chaude et les acides dilués. Par contre, il se dissout dans 1’acide nitrique, acide
acétique et 1’acide sulfurique concentré (Levesque, 1974). C’est le plus dense des métaux usuels,
mais c’est aussi le moins dur (Jean, 2000). Le plomb natif est rare, il est extrait de minerai associé
au zinc, a I’argent, et au cuivre (Parzys et al., 2004). Le plomb est présent dans divers minerais
mais le plus abondant est la galene (PbS), la cérusite (PbCO3) et I’anglésite (PbSOy). Il est un
mélange de deux isotopes Ph?®® et Pb?® (Levesque, 1974).

Les différentes voies de contamination de la nature par le plomb sont reportées dans la

figure 5, qui résume les différentes sources de plomb de 1’activité humaine et naturelle.

— - —  Roche T —
Engrais et
sol ame.nd‘ements
minéraux
= Eau
‘ continentale
" 4 plante |
I air v
3 herbivores
' Compléments
‘ minéraux <«
| Produitset Carnivores
rejets
industriels

Figure.5: Origines de plomb dans la nature selon Lamand et al., in Cecchi (2008)

I1.2.2.Utilisation du plomb

Le plomb a été I’un des premiers métaux utilisés par I’homme, il y’a 7000 ans. Du fait de sa
relative disponibilité et de ses propriétés physicochimiques (malléabilité, ductilité, bas point de
fusion, propriété anticorrosive). La plus importante des utilisations de plomb environ (72%) entre
dans la fabrication des batteries électriques (de démarrage pour automobile, de traction pour
chariots automoteurs, batteries stationnaires) (Gérard, 2001 ; Ramade, 2007). Le reste est utilisé
dans les radiateurs automobiles, munitions, alliages, enrobage de cables, produit extrudés, feuilles

de plomb, soudure, céramique, masse de lestage, réservoirs, tuyaux. Aussi, il est utilisé dans les



blindages, les projectiles, la peinture contre la corrosion, la verrerie chimique, le caoutchouc et la
soudure. Patterson (1950), avait utilisé le plomb de par ses quatre espéces isotopiques de masse
204, 206, 207 et 208, pour la datation de I’age de la terre (4.55 milliards d’années) (Allegre, 1990).
Avec le développement des technologies modernes, le plomb est utilisé pour la protection contre les
rayonnements dans la radioactivit¢ médicale, et dans la fabrication d’appareils audiovisuels

(Levesque, 1974).

I1.3. Effets des métaux lourds sur les végétaux
I1.3.1. Effets sur la germination et la croissance

L’augmentation du taux des métaux non essentiels dans les plantes exerce une toxicité
(Prasad, 199), affectant plusieurs étapes de développement, de la germination a la formation des
feuilles. D’une manicre générale, la plupart des métaux peuvent inhiber la germination et la
croissance racinaire lors des premiers stades de développement (Dazy, 2008). Les racines sont les
plus sensibles aux MT par rapport a d’autres organes végétaux, parce qu’elles sont les premiéres
cibles de passage et d’accumulation de ces métaux (Seregin et Ivanov, 2000), particulierement, les
racines primaires qui sont plus sensibles que les racines latérales (Obrouscheva et al., 1998). Les
MT affectent 1’¢élongation racinaire par I’ordre croissant suivant: Cu > Cd >Fe= Zn> Pb. Le mercure
(Hg) est le métal le plus inhibiteur de la germination. 1l provoque une inhibition compléete dans les
graines de blé et du concombre & des concentrations de 1.7mM et > 1.5mM (Seregin et
Kozidzinska, 1998). Méme a faibles doses, le plomb inhibe la germination des grains qui ont les
enveloppes perméables comme le petit pois Pisum sativum (Seregin et Ivanov, 2000).Par contre,
les fortes doses conduit a une inhibition totale de la germination chez le haricot. (Wixrzbicka et
obidzinska, 1998). Signalons par ailleurs, que certaines especes comme le lin possédent une forte
résistance vis-a-vis de plomb. Celle-ci est sans doute due a une imperméabilité des téguments de
son grain (Seregin et Kozidzinska, 1998). Par contre, les autres MT, comme (Cd) et (Se) diminuent
le développement des racines de blé cultivé Triticum aestivum (Zembala et al., 2009). Le niveau
d’inhibition de la croissance de blé par le Cd est de 76.2% pour les racines, 62.7% pour les tiges
et 55.6% pour les glumes (Jin, 2010).

Les symptomes remarques pour la croissance, par un exces de cuivre (Cu) sont des chloroses
et/ou nécroses des jeunes feuilles (Ouzounidou et al., 1994). Une concentration trop élevée en
manganése (Mn) peut entrainer une nécrose de la coléoptile et des jeunes feuilles (Dazy, 2008).
D’autres symptomes ont également été observés lors d’exposition a divers MT comme la
diminution du nombre de poils absorbants, du diametre des vaisseaux ligneux, de la taille et/ou
vacuolisation du méristéme, mais aussi une augmentation de la subérisation et de la lignification

(Prasard, 1999). lls résultent un désordre métabolique, provoquant une plasticité des cellules



membranaires (Seregin et lvanov, 2000). Le Pb engendre également, des lésions nécrotiques et la
sénescence des feuilles (Patra et al., 2004) et diminue la croissance de blé tendre (Zembala et al.,
2009).

I1.3.2. Effets sur la photosynthese

Par I’exposition aux MT, les surfaces foliaires sont réduites et du coup 1’accumulation des
pigments photosynthétiques est faible (Patra et al., 2004). En générale, la photosynthése diminue
(Seregin et lvanov, 2000) et également le rendement photosynthétique peut chuter de plus de 50%
(Bazzaz et al., 1975). Cette diminution est due a I’altération de 1’appareil photosynthétique comme
le cas du cadmium et du cuivre, qui sont aussi capables d’altérer la structure et 1a composition des
membranes des thylakoides (Lidons et al., 1993).

En revanche, le plomb peut entrainer des changements de la composition lipidique
membranaire et perturbe en particulier les flux de la chaine photosynthétique de transport des
électrons (Pourrut, 2008), conduisant ainsi a I’inhibition de la synthése des pigments de la
chlorophylle et des caroténoides (Seregin et lvanov, 2000). La chlorophylle (b) semble plus sensible
que la chlorophylle (a) (Vodnik et al., 1999). Toutefois, cette sensibilité varie en fonction des
especes. Ainsi que le photosysteme Il (PS.II) qui est plus sensible que le photosysteme | (PS.I)
(Tableau.5). Il est la cible principale des MT comme le montre la figure 6 (Chugh et Sawhey,
1999).
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Le plomb induit ’activité chlorophyllase dans les feuilles (1), [l'inactivation de la syntheése des pigments par
deux fagons : d’une facon direct ; -aminolevelunate déshydratasse ou ALAD qui est a la base de la synthése de
chlorophylle et dont I’ion Zn** est remplacé par Pb*? (2), et d’une facon indirect : en induisant une carence en ces ions
divalents (3), ces différents types d’interactions perturbent en particulier les flux d’électrons de la chaine de transport
d’électrons(4). Le plomb induisant une fermeture des stomates, limite considérablement les flux gazeux entre les feuilles
et le milieu extérieur (5). Le plomb peut inhiber certains enzymes intervenants dans cycle de Calvin(6). De fait de la
diminution de la concentration de certains minéraux observée dans les feuilles, le plomb perturbe fortement les
photosystémes, en effet ceux-ci contiennent des centres Fe-S, également présent dans plusieurs molécules intervenant
dans la photosynthése (cytochrome b6f, ferrédoxine) (7). De plus le complexe producteur d’oxygéne contient quatre
atomes de manganese (8). La plastocyanine contient du cuivre (9). Les chlorophylles sont constituées d’un noyau tétra
pyrrolique avec un atome de magnésium en son centre (10). Le plomb peut alors réagir avec ces molécules directement,

en se substituant a leurs ions divalents et ainsi perturber la chaine photosynthétique.

Tableau.5: Cibles des métaux au sein des chaines de la réaction lumineuse de la
Photosynthése d’aprés Prasad, (1999)

Sites d*action Métaux
Photosysteme | Cu, Pb, Zn
(PSI)
Photosysteme 11 Cd, Co, Cu, Hg,
(PSII) Ni, Pb, Zn
Plastoquinones Cd, Cr, Cu, Zn
(PQ) Cu, Ni
Cytochromes b6/f Cu, Hg, Ni
Plastocyanines
(Pc)
Ferredoxines Cd, Cu, Hg, Ni, Zn
(Fd)

I1.3.3. Effets sur la respiration

Les MT réduisent automatiquement la respiration cellulaire et du coup provoque une chute
du rendement photosynthetique. A forte concentration, la respiration est inhibée de 10 a 17% apres
une heure de traitement par 20mM de Pb et 28-40% aprés une durée de 3 heures (Pallavi et Rama,

2005). Par contre, a faible concentration de plomb, a 5mM de Pb(NOs), pour une durée



d’exposition de 24 heures, la respiration est stimulé (Romanowska et al., 2002) notamment dans
les feuilles détachées des plantes de petit pois, orge et mais. Le tableau 6 montre bien les structures

mitochondriales sensibles a [’action des métaux lourds.

Tableau.6: Structures ou réactions mitochondriales sensibles a I’action des métaux

D’aprés Prasad, (1999)

Structure ou réaction cible Eléments exercant une toxicité
Transporteurs de substrats Hg, Pb
Systemes de transfert des électrons Hg, Pb, Zn
Transporteurs adénine/phosphate Cu, Hg
Perméabilité aux ions K*, H*, CI Cd, Cu, Hg, Pb, Zn
Phosphorylation Hg
Cycle de I'acide citrique Cd, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn

11.3.4. Effets sur le statut hydrique

Les MT en générale, perturbent le statut hydrique et provoquent la réduction de I’intensité
transpiratoire. Le Pb et le Cd par exemple réduisent la surface foliaire (Seregin et Ivanov, 2000) qui
est la zone principale de la transpiration de la plante (Igbal and Mushtaq, 1987). Ce phénomeéne est
accentué par la diminution des concentrations en molécules organiques cellulaires comme les sucres
et les acides aminées agissant sur le maintien de la turgescence cellulaire (Barcelo and
Poschenrieder, 1990). Cette modification de potentiel hydrique cellulaire, en particulier aux niveaux
des cellules de gardes, pose des problemes de régulation d’ouverture et de fermeture des stomates
(Qureshi et al., 2007), ce qui engendre une perturbation du statut hydrique entrainant un déficit
hydrique (Patra et al., 2004) modifiant ainsi, 1’état globale de 1’hydratation des cellules des
plantes (Cecchi, 2008).
11.3.5. Effet sur les animaux

Les MT a fortes doses provoquent des perturbations au niveau du corps des organismes
vivants. Par exemple, le Cd provoque une hypertension et des effets cancérigénes sur les animaux
et ’homme (Sébastien, 2005). Il s’accumule en particulier dans le rein et le foie (El Edrissi, 2009).
Le mercure est cancérigene, atteint le systeme nerveux et provoque des risques liées aux
amalgames dentaires et engendre la maladie de 1’Alzheimer (Grosman et Picot, 2009). L’arsenic
fait des lesions de la peau, de la gangrene et cause des maladies cardiovasculaires, pulmonaires,
hypertension, cancers et 1’arsenicose (Blard, 2005). Pour le baryum, des études ont montré qu’une

exposition de courte durée au baryum provoquerait un gonflement du cerveau, une faiblesse



musculaires et atteindrait le ceeur, le foie, la rate (Barroso, 2007). Les seuils de toxicité des MT sont

variables selon les espéces et les durées d’exposition (Tableau.7).

Tableau.7: Seuil de toxicité des MT pour les animaux et homme selon Quanouki, (2009)

Eléments Seuil de toxicité pour Seuil de toxicité pour
I’homme (mg/1) I’animal (mg/1)

Cd 3- 300 0.05

Cr 200 1.0

Cu 250 05

Fe 200 /

Pb 1 0.1

Zn 150- 600 24

Pour I’intoxication par le plomb appelé saturnisme, les symptdmes sont une grande fatigue,

manque de concentration, de mémorisation, troubles du comportement et du sommeil, leésions

cerébrales et séquelles (Laperche et al, 2004). Le Pb atteint le tissu sanguin, réduit le nombre des

hématies et leur durée de vie, provoque I’ostéoporose (réduction de la croissance osseuse) et des

néphropathies rénales (Schapman, 2004).

Les doses toxiques en Pb pour les différents animaux sont établi dans le tableau suivant ci-

dessous.

Tableau.8: Seuils de toxicité du plomb pour les animaux d’aprés Berny, (2005)

Espece Toxicité aigue (mg/Kg de | Toxicité chronique (mg/Kg
PV) de PV)
Veau 50- 600 20-60
Bovins adultes 80-160 3.3-03.8
Moutons 290-570 4.4
Chévres 400-800 6.2
Chien, Porc 800 /
Cheval 400-600 /

I1.3
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Le stress oxydatif est causé par la présence d’un excés des MT dans le cytoplasme cellulaire. Dans

le milieu ambiant cet exces provoque une réaction toxique chez les plantes qui y vivent (Giguére,



2003) en genérant une grande production de radicaux libres. Tout commence dans les années 1950
lorsque Den Harman spécialiste en chimie publie la premiére théorie radiculaire du vieillissement et
du stress oxydant (Rousselot, 2007 ; Brack, 2010), qui est une consequence naturelle du
métabolisme de 1’oxygeéne (Bourg, 2005) autrement dit c’est un déséquilibre entre la production des

especes réactives a I’oxygene (ERO) et leur €limination (Robert, 1998; Morel, 2007).

LE STRESS OXYDANT

L’oxygene dans le cas naturel est important pour le métabolisme cellulaire aérobie. En effet,
a I’état fondamental ’oxygéne comporte 2 électrons célibataires sur la couche périphérique. La
liaison covalente liant les deux atomes d’oxygene est forte, ce qui lui confére une bonne stabilité et
une faible réactivité. Par ailleurs, en présence des MT, I’oxygene tente d’oxyder un autre atome ou
une autre molécule en acceptant une paire d’électron, les deux nouveaux électrons, pour pouvoir
occuper les places libres des orbitales de 1’oxygene doivent avoir des spins paralleles. Or dans le
Principe de Pauli, ’oxygene ne pourra donc accepter des électrons qu’un par un. Apres avoir
arraché un ¢électron afin de D’apparier avec 1’'un de ses électrons célibataires, ces composés
deviennent & leur tour instables, initiant une véritable cascade d’oxydoréduction (Ramel, 2009), En

favorisant la formation des ERO. Comme le montre la réaction suivante ci-dessous (Figure.7):

= Gl = e
H

Figure 7: Espeéces réactives de ’oxygéne produites en cascade a partir de I’oxygene
moléculaire d’aprés Scandalios, (2005)

De nombreux travaux de recherches ont révélé une production élevée de ERO chez les
plantes exposées aux MT tels que le fer (Caro and Puntarlo, 1996), le zinc et le cuivre (Chao et al.,
2008 ; Markovska et al., 2009), 1'uranium ( Nanhaoudt et al., 2008), le plomb (Seregin and
Ivanov,2000 ; Qureshi et al., 2007 ; Pourrut, 2008), le sélénium ( Zembala et al., 2009). Les



radicaux libres sont une forme particuliére d’espece chimiques (atomes ou molécules) qui possede
un electron célibataire (ou non apparié) (Soares, 2005 ; Mecran, 2010). Ils sont appelés également
forme active de I’oxygene, on distingue deux grandes classes de radicaux libres:

-les radicaux libres primaires, directement formé a partir de 1’oxygene et les radicaux libres
secondaires ou organiques générés par I’action des radicaux libres primaires (Pourrut, 2008). Parmi
les ERO les plus connus: le radical superoxyde (O2) qui est le premier radical formé a partir de
I’oxygene, le radical hydroxyle (OH?, le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou encore I’oxygeéne
singulet (O7,). Ces especes peuvent en effet altérer des cibles biologiques telle que: ’ADN ou les
membranes cellulaires, 1’oxydation des lipides et des protéines et conduisent a la sénescence des

plantes puis a leur mort (Chaaya, 2010). Ces especes viennent de différents organites (Figure.8).
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Figure.8: Sources cellulaires de radicaux libres d’aprés Kehrer, (1993).

Pour combattre ces ROS, les cellules végétales disposent de deux grands types de défense:
Un systeme enzymatique, visant a détruire les ROS(tableau.9):
-Les superoxydes dismutases (SOD) qui peuvent éliminer 1’anion superoxyde par

dismutation, pour former de I’oxygene et de 1’eau. (Cecchi, 2008)

O, +0, +2H R H,0, + O, (chaaya, 2010) (2)




-Les catalases, qui détruisent le peroxyde d’hydrogéne, en aboutissant également a la

formation d’oxygene et de I’eau.

H,O0,— 2 H,O0+ O,  (chaaya, 2010) 3

-Les peroxydases, détruisant également le peroxyde d’hydrogene en formant de I’cau.
La figure 9 ci-dessous montre la localisation des différentes voies enzymatiques de détoxication des

ROS au niveau d’une cellule végétale.
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Figure.9: Représentation de la localisation des différentes voies enzymatiques de

détoxication des ROS au niveau d’une cellule végétale d’aprés Mittler et al., (2004).

Les superoxydes dismutase (SOD): dans les plantes il y a trois types de SOD contenant des groupements
prosthétiques renfermant des métaux différents : du fer (FeSOD), du manganese (MnSOD) ou du cuivre et zinc
(CuZnSOD). Toutes catalysent la dismutation des superoxydes en dioxygene et peroxydes d’hydrogeéne. Les SOD se
retrouve & la proximité de production de O,” les MnSOD sont localisés principalement dans la matrice de la
mitochondrie, dans la matrice de la glyoxysome ou lié a la membrane des peroxysomes des cellules foliaires. FeSOD se
situent essentiellement dans le stroma des chloroplastes et chez quelques especes particulieres, dans les matrices des
peroxysomes et des mitochondries. Les CuZnSOD se retrouvent sous forme libre dans le cytosol, dans les peroxysomes
ou apoplaste, il existe toutefois une CuZnSOD lié a la membrane des thylakoides au niveau du PSI. Les catalases (CAT)
se situent a la proximizé de CTE chloroplastique dont le réle est détoxiqué le peroxyde d’hydrogéne. L’ascorbate
peroxydase (APX) présente dans tous les compartiments cellulaires, dans le cytosol et dans ’apoplaste. L’APX catalyse

la réduction du peroxyde d’hydrogéne en utilisant ’ascorbate comme co-substrat. Le MDH issue de cette réaction peut



ensuite étre pris en charge par la monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) catalysant sa réduction en ASC en
utilisant du NADPH. La deuxiéme enzyme intervenant dans la régénération de 1’ascorbate, la déhydroascorbate
réductase (DHAR), catalyse la réduction du DHA en ASC, via ’oxydation de deux molécules de GSH. La derniére
réaction de ce cycle est la réduction du GSSH par une flavoprotéines, la glutathion réductase (GR).

Tableau.9: Rodles et localisations subcellulaires des principales enzymes antioxydantes

Enzyme antioxydant Cibles Produit Localisation Références
final
Superoxyde dismutase 0Oy” H.0, Chloroplaste, Bowler et al.,
(SOD) mitochondrie, 1992
peroxysome,
apoplaste et
cytosol
Catalase H,0, H,O Peroxysome, cytosol | Willekens et
(CAT) al., 1997
Ascorbate peroxydase H,0, H.0 Chloroplaste, Asada et
(APX) mitochondrie, Takahashi,
peroxysome, 1987,
apoplaste et Asada, 1999
cytosol
Glutathion réductase 0., OH,, / Cytosol, Mittler et al.,
(GR) ascorbate mitochondrie, 2004
oxyde, stroma, peroxysome
Déhydroascorbate DHA Asc Cytosol, plaste Mittler et al.,
réductase 2004
Monodéhydroascorbate MDA Asc Stroma des plastes Mittler et al.,
Réductase (DHAR) 2004
Glutathion peroxydase H,0,, H,0, ROH Cytosol, chloroplaste, | Millaetal.,
(GPX) ROOH mitochondrie, 2003
apoplaste et
peroxysome

Un systéme non enzymatique, avec des macromolécules capables de piéger ces ROS:

-I’acide ascorbique (Vit C), est une vitamine hydrosoluble, qui se trouve dans le cytosol et dans le
fluide extracellulaire. Elle peut capter directement I'O;, et I'OH" (Keskas, 2011).




-les tocophérols (Vit E), se fixe a la membrane cellulaire et inhibe la chaine de réactions de
peroxydation des lipides en capturant un radical lipidique peroxyle (LOQO"). Elle devient a son tour
un radical moins actif que le LOO" et pourra alors étre pris en charge par une autre molécule

antioxydante (Hasani, et al., 2007).

-les caroténoides sont des pigments liposolubles de couleur jaune, orangée a rouge, (Keskas,
2011). Ce sont des piégeurs de I''O, et de LOO, mais ils peuvent également neutraliser les radicaux
libres.

-le glutathion, est un tripeptide (Glu-Cys-Lys) présent dans la plupart des cellules et
compartiments cellulaires. Du fait de sa concentration élevée, il a un role essentiel dans le maintien
de I'état redox de la cellule. Il peut également participer a la régénération des vitamines E et C en
transférant un atome d'hydrogéne a leurs radicaux respectifs. Enfin, il participe a des réactions

enzymatiques qui contribuent aux défenses antioxydantes.

I1.4.Modes de contamination par les métaux lourds
I1.4.1.Contamination au niveau des racines

Selon Baize et al., (2005) le plomb est considéré par tous les auteurs comme tres mobile et
trés peut phytodisponible. Mais il faut signaler 1’exception notable des podzosols par lesquels le
processus naturel de transfert de composés organométalliques (Fe-Mo ou Al-Mo). En effet, les
plantes absorbent les métaux contenu dans le sol via le systéme racinaire ; dans la surface, le plomb
s’unit avec les composés carboniques de mucilage des acides uroniques (Seregin et Ivanov, 2000).
Dans d’autres travaux de recherche, il est mentionné que le transfert des métaux lourds du
compartiment sol vers les plantes se fait par diverses voies et souvent liés a de nombreux
micronutriments (Patra et al., 2004):

Métal classe A: (K, Ca, Mg) préféere se lier aux oxygenes riches.

Meétal classe B: (Hg, Pb, PC, Au): préfere se lier aux sulfure et nitrogéne.
Autres métaux: (Cd, Cu, Zn).

I1.4.2.Voies de contamination des végétaux par le plomb

Apreés pénétration dans les organes végétaux, le plomb passe par deux voies principales:

11.4.2.1.Voie apoplastique
De nombreuses études histologiques ont permis de montrer que le plomb était transporté

essentiellement dans 1’apoplaste, c’est-a-dire via les espaces intercellulaires et qu’il suivait les



mouvements d’eau a I’intérieur de la plante (Tanton and Crowdy, 1971; Lane and Martin, 1977)
(Figure.10, 11). Bien qu’il arrive a diffuser dans la racine, et méme a étre transfére vers les parties
aeriennes, seule une faible fraction du plomb présent dans la racine est mobile. Plus de 90% se
retrouve sous forme insoluble (Ernst, 1998; Wierzbicka et al., 2007) et est fortement lié aux
enveloppes cellulaires externes. Le plomb est principalement lié aux parois (Tung and Temple,
1996; Wierzbicka, 1998), mais peut se trouver associé a la lamelle moyenne (Jarvis and Leung,
2001, 2002) ou a la membrane plasmique (Seregin et al., 2002; Seregin et al., 2004). 1l peut
¢galement étre précipité dans 1’espace intercellulaire (Jarvis and Leung, 2001).

Cette répartition, tres spécifique du plomb, s’explique par son affinité particuliére pour
les groupements carboxyles présents sur les molécules de surfaces des parois. Ces sites chargés
négativement sont généralement liés & des cations comme le calcium. Les ions Pb®* rentrent donc en
compétition avec les ions Ca®* pour I’accés a ces sites (Lane et al., 1978), mais également aux sites
de liaison entre molécules de pectines, dans la matrice pariétale. Bien que cela soit dans une
moindre mesure, il peut exister des liaisons Pb-O avec des molécules d’hémicelluloses et de
celluloses, composants importants des parois primaires et secondaires. Ce type de liaison peut
également se former avec des molécules de lignine rentrant dans la composition des parois
secondaires (Marmiroli et al., 2005). Cette forte affinité pour les composants pariétaux peut
expliquer la faible mobilité de ce métal par rapport a d’autres ETM comme le cadmium, dont
seulement 56% se retrouvent adsorbés aux
constituants cellulaires (Wierzbicka et al., 2007). Cette propriété du plomb serait aussi une

des raisons de sa moindre toxicité dans les cellules végétales (Seregin et al., 2004).
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Le passage du plomb par la voie symplastique se fait en méme temps que par la voie
apoplastique (Figure.10, 11) (Lane et Martin, 1978). La quantité de ce métal passant par cette voie
est marginale par rapport a la voie apoplastique, et peu d’études en ont fait état. Cependant, elle a
une importance capitale dans la toxicité du plomb car c’est cette fraction, passant par le symplaste,
qui cause la majorité des effets délétéres observés (Figure. 11). A des doses non létales, le plomb
pénétre uniquement dans le symplaste dans les zones de divisions cellulaires actives, comme la
zone apicale (Tung and Temple, 1996) ou le protoderme (Wierzbicka, 1998). En effet, les cellules
jeunes ne possedent pas encore de paroi secondaire et leur paroi primaire est trés fine. L’acces a la
membrane plasmique est donc facilité dans ces zones racinaires. Le plomb symplastique peut se
retrouver confiné dans certains compartiments cellulaires, comme les vacuoles (Malecka et al.,
2008 ; Meyers et al., 2008), les vésicules dictyosomales (Malone et al., 1974), les vésicules du
réticulum endoplasmique (Wierzbicka et al., 2007) ou les invaginations tubulaires de la membrane
plasmique, les plasmatubules (Wierzbicka, 1998). A des doses létales, le plomb pénétre dans tous
les tissus racinaires, et les membranes plasmiques ne semblent plus jouer leur réle de barriére
physique (Seregin et al., 2004). A ces concentrations, le plomb induit une désorganisation de ces
derniéres. Il peut alors entrer massivement dans le cytoplasme, le noyau et les différents organites, y

compris ceux possédant des doubles membranes, comme les mitochondries (Matecka et al., 2008).
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Figure.11: Dessin d’une coupe transversale (CT) de racine, avec la diffusion radiale des ions

selon les voies symplastique et apoplastique d’aprés Gobat et al., (1998)



11.4.3.Conditions d’absorption des métaux par la plante

L’aptitude des métaux lourds a étre libérés dans la solution du sol est fonction du pH du sol.
Plus celui-ci est faible (< a 6), plus certains métaux sont facilement susceptibles d’étre libérés et
migrer vers la plante (Yatrabi et Nejmeddine, 2000). Par ailleurs, I’addition de matiére organique au
sol diminue la disponibilité du plomb pour les plantes. Les teneurs les plus éleves des métaux lourds
sont trouvés dans les sols argileux, ceci démontre bien que 1I’accumulation des métaux dans les sols
est fonction des groupes texturaux avec la relation: Argileux > limoneux > sableux. Enfin, La

phytodisponibilité est relative a la plante et a son stade de développement (Ablain, 2002).

I1.4.2.Contamination aérienne (voie foliaire)

La contamination des végétaux par les métaux lourds, vient avant tout des parties aériennes
(Figure.12), les poussieres contenant des métaux lourds ne pénetrent pratiquement pas les plantes,
mais elles s’y accumulent en formant un dépdt inerte a leur surface. Et elles peuvent pénétrer sous

certaines conditions de précipitation et d’acidité (Lefévre, 1998.).
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Figure. 12: Les différentes voies d'entrée des polluants dans les feuilles d’aprés Cuny et al.
(2006)

I1.5.La phytoremédiation
En 1934, une étude comparative entre une population provenant d’une mine de cuivre et une

population non miniére de I’espéce: Melandrium sylvestre, conduisait pour la premicre fois a 1’idée



de la résistance a un métal en tant que résultat de la sélection naturelle (Prat, 1934). Ensuite il a
fallu attendre les années 50 pour que ces études se poursuivent de maniére indépendante en grande
Bretagne et en Allemagne pour démontrer la tolérance aux MT. Cette capacité des espeéces
métallophytes a survivre et a se reproduire sur un sol métallifere, est aujourd’hui, utilisée comme
moyen biologique appelé phytoremédiation pour dépolluer les sols (Frerot, 2004). Donc, la
phytoremédiation est définie comme étant 'utilisation des plantes pour nettoyer les sols, I’air et les
eaux (Vavasseur et Peltier, 2003) et transformer les polluants en composés moins toxiques (Jemal et
ghorbal, 2002 ; Frérot et al., 2009). Elle peut étre utilisée sur des substances solides, liquides ou
gazeuses (Pilon, 2005), in-situ ou ex- situ (Cuningham et Berti, 1993). En effet, Les végétaux ont un
systéme racinaire trés étendu qu’ils utilisent pour extraire 1’eau et les minéraux du sol nécessaire a
leur croissance, lors de cette extraction, ils absorbent aussi d’autres composés dissous dans la phase
aqueuse. Cette caractéristique est importante dans le processus de phytodépollution, car les
végétaux sont capables d’absorber de grandes quantités d’eau qu’elles puissent a des profondeurs de
2 & 5 m, voire plus pour certaines plantes comme la luzerne. En effet, les plantes résistantes ou
adaptées aux métaux lourds, ont développé des systémes biochimiques pour I’adaptation aux
contraintes géochimiques locales mais aussi pour la modification de leur environnement direct.
Apres I’absorption d’un polluant, les plantes peuvent soit le séquestrer dans un compartiment
cellulaire sous forme de sels pour limiter son interaction avec le fonctionnement cellulaire normal,
soit le dégrader et/ou le métaboliser pour neutraliser sa toxicité (Vila, 2006). La phytoremédiation
comme moyen de dépollution des sols fait intervenir plusieurs mécanismes permettant aux plantes
I’élimination des MT (Schnoor, 1997 ; Schroder et Collin, 2002 ; Susurla et al., 2002 ; Pilon, 2005 ;
Campos et al., 2008).
I1.5.1.La Phytoextraction

La phytoextraction apparait la meilleure approche pour éliminer les contaminants du sol
(Figure. 15) (Ghosh et Spingh, 2005 ; Henry, 2000 ; Eapen et D’Souza, 2005). Elle consiste a
utiliser des plantes dites hyper accumulatrices (Grath et al., 2001). Pour de plus amples
renseignements, une plante est considérée comme hyperaccumulatrice quant elle peut accumuler en
grande quantité les MT sans que cela n’affecte leur vie (figure.13)(Dubois, 2005) .Ces plantes
remarquables accumulent précisément les MT en générale jusqu'a 1 a 5% de leurs poids sec (PS),
stoker 0.1% (m/m) de Ni, de Co, de Cu ou de Pb, 1.0% de Zn et 0.01% de Cd (Baker et Brooks,
1989; Baker et al, 2000). Ceci a été proposé depuis une quinzaine d’années (Cunningham et al,
1995), car ces plantes ont la facult¢ d’extraire du sol des polluants et de les concentrer dans les
parties aériennes ou racinaires, qui sont ensuite récoltées puis incinérées ; les cendres sont alors mis
en décharge ou, mieux réutilisées en métallurgie. Grace a la photosynthese, ces plantes peuvent étre

considérées, comme de Vvéritables pompes solaires a produits toxiques. Thlaspi caerulescens, par



exemple, est une métallophyte capable d’accumuler dans des parties aériennes des quantités de zinc
pouvant représenter 1.7% de la masse séche des feuilles. Les plantes utilisées par cette technique
doivent avoir une tolérance accrue aux métaux lourds, sorte d’aptitude extréme a accumuler les
polluants dans leurs parties aériennes (feuilles, tiges), une croissance rapide et une forte production

de biomasse récoltable.
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Figure. 13: Phytoaccumulation du nickel par une plante d’aprés United Nations
Environment Programme (2005)

Plus de 400 especes sont connues pour leurs propriétés accumulatrices de MT (Melanson,
2006). Comme Alyssum sp, Thlaspi sp, Brassica sp, viola sp, Astragalus sp Reeves et Baker, 2000)
(figure 14), vertiver grasse (Truong, 1998). Pulford et Watson, (2003) passent en revue 1’état de la
recherche de la phytoremédiation des MT par des essences ligneuses: Betula pendula et Salix
viminalis et montrent leurs capacités naturelles a accumuler le Zn.

Pour I’accumulation du Pb: Cistus libanotis accumule 1820mg/Kg de Pb dans la plante pour un
sol en contenant 725mg/Kg (Laplaze et al., 2009), le Lantana camera accumule plus de 10 000
ppm, le Bambou rempli, accumule plus de 1000 ppm (Thi et Go, 2005; Thi et Zarbi, 2007).

Figu

Alyssum Jation Thiapsi Brassica

La phytodégradation, emploie des plantes en association avec des micro-organismes pour
dégrader les polluants organiques du sol (Figure.15).
I1.5.3.La rhizofiltration



La rhizofiltration, consiste a utiliser certaines especes terrestres ou aquatiques qui absorbent,
concentrent et stockent les contaminants des eaux polluées. Cette technique est particulierement
efficace pour 1’élimination du Pb, Cd, Cu, Ni, Zn et Cr, éléments retenus dans les racines (Chaudhry
et al., 1998). Cette méthode présente I’avantage de pouvoir étre appliquée in-situ ou ex-situ avec
des espéces végetales pas nécessairement hyper accumulatrices, tel que le tournesol, la moutarde
indienne, le tabac, le seigle, 1’épinard et le mais. Lorsque les racines de ces plantes arrivent a leur
capacité maximale de rétention, elles sont récoltées, de méme que pour la biomasse obtenue lors de
la phytoextraction.
1.5.4.La phytostabilisation

La phytostabilisation, c’est 1’utilisation des plantes pour limiter 1’érosion et immobiliser les
polluants dans les couches superficielles évitant en particulier leur migration vers les eaux de
surface et souterraines (Figure.15) (Jenal et Ghorbal, 2002). Les plantes utilisées doivent étre:
-tolérantes aux MT,

- aptes a immobiliser les polluants dans la rhizospheére et
- a ne pas les accumuler dans les parties aériennes, comme le tréfle, le ray-grass, Mixanthus,
Robivier, faux-Acacia et I’érable (Tableau. 10) (Douay, 2010).
I1.5.5.La phytovolatilisation
La phytovolatilisation c’est I’utilisation des plantes pour extraire les polluants du sol et les

transformer en composés volatils (Figure.15) (Jenal et Ghorbal, 2002).

Phytoremediation Phytovolatilization
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Figure.15: Les différents types de phytoremédiation d’aprés Buchanan et al., (2002).



Tableau. 10: Principales phytotechnologies d’aprés le conseil général de la Vendée, (2008)

Polluants a traiter Plantes utilisées Action

Phytostabilisation

Métaux (Pb, Cd, Zn, Plantes a racines fibreuses Confinement des polluants
Cu, As, et profondes. par le couvert végétal pour
Cr, Se). limiter

le risque de lessivage et

d'envol des polluants.

Phytoextraction

Métaux (Pb, Cd, Zn, Thlaspi, Alyssum, Brassica Extraction des polluants
Cu), (moutarde). du sol par des plantes
accumulatrices
dans leurs parties

récoltables (feuilles, tiges,

racines).
phytovolatilisation/phytostimulation
Métaux (As, Hg, Se), Brassica juncea (moutarde) Volatilisation du polluant
plantes marécageuses. absorbé par la plante et
éliminé par

évapotranspiration.




Chapitre II1:

Matériel Et Méthodes



CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES
I11. 1. Matériel végeétal

Trois variétés de blé dur (Waha, Vitron et Gta) ont fait I’objet de cette étude ces variétés
provient de la station ITGC de Guelma. Les semences des trois variétés ont été fournies par ITGC
de Guelma (tableau.13).

Tableau. 13: Caractéristiques des variétes selon Benbelkacem et Kellou, (2000)

Caractéristiques Origine Caractéristiques

Variétés

Waha ICARDA (Syrie) Tres bonne productivité, paille courte.

Vitron Espagne Présente une paille moyenne, une bonne
productivité et une bonne adaptation aux

plateau et zones sahariennes.

Gta dur CIMMYTY Variété précoce, productivité moyenne.
(Mexique) Le grain est gros et roux.

III. 2.1. Essai de germination

L’essai de germination s’est déroulé¢ selon une expérience completement aléatoire et
randomisé, avec trois répétitions (R1, R», R3) et quatre traitements: Co, Cq, C,, C3. Les semences
désinfectées préalablement sont placées sur des rondelles de papier buvard tapissant les boites de
pétries (Figure.16). Les traitements par les concentrations préparées (0, 0.15, 0.25, 0.3g/l) sont fait
a partir d’'un sel, le nitrate du plomb Pb(NO3),. Les graines sont imbibées a raison de 25ml de
solution chaque 48heures. L’essai de germination qui s’est déroulé dans le laboratoire est
caractérisé par des conditions favorables, la température est de 23°C, I’humidité 30% et la

photopériode lumiére/obscurité est de 16/08 heures.
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Figure. 16: Dispositif expérimental de I’essai de germination

(Co: 0g/l, Cq: 0.15g/1, C,: 0.25g/1, C3: 0.35¢/1, R: répétition)

II1. 2.2. Essai de la croissance

Dans cet essai, les variétés utilisées sont réparties selon le méme dispositif expérimental de
la germination (expérience aléatoire randomisée) avec trois répétitions (R;, R, R3) et quatre
traitements (0, 0.15, 0.25, 0.3g/l) de Pb(NO3),. Les semences sont mis dans des pots de 21 cm de
diamétre et contiennent 1Kg de sol de texture équilibrée, sont irriguées a raison de 250ml par les



solutions de nitrate du plomb chaque 48heures. Les pots sont placés dans des conditions semi-
contrdlées dans une serre. La température est de 26°C et I’humidité de 30% (figure 17).

GO s

Figure.17: d1spos1t1f experlmental de I’essai de cr/ oissance
Co: 0g/l, Cy: 0.15g/1, C,: 0.25¢/1, C3: 0.35g/l, R: répétition

Variété
Vitron

-

Variété
Gta

I1I. 3. Méthodes d’étude

II1. 3.1. Phase de la germination
Dans cette phase de germination nous avons procédé a la détermination des parameétres
germinatifs, des caractéristiques physiologiques, biochimiques et enzymatiques
III. 3.1.1. Parametres morphologiques
III. 3.1.1.1. La Faculté germinative
C’est le pourcentage maximal de grains germés sur le nombre total de grains mis a germer,

elle s’exprime en pourcentage (%) selon la formule suivante :

NG N
FG =——x100 4) ou




NG: nombre de graines germees.

NGG: nombre de graines mises a germer.

III. 3.1.1.2. La Cinétique de germination
La vitesse de la germination est d’'une importance majeure, car elle permet de prévoir la

vigueur des plantules durant le processus de germination. Elle est donnée par la formule suivante :

nbre de graines le ler jour
1

La cinétique de germination =

 nbre de graines germées le 2émejour nbre de graines germées le n éme jour
T

e + (5)

2 n

III. 3.1.1.3. L’Allongement des coléoptiles

La longueur de la coléoptile de chaque plantule issue de la germination est mesurée a I’aide
d’une régle graduée pour chaque variété et chaque traitement. Les mesures de ce parameétre sont
effectuées a partir du 6°™ jour de I’expérimentation jusqu’a la fin de I’essai (12°™ jour).
III. 3.1.1.4. Biomasse aérienne (PF) et racinaire (PR)

La biomasse aérienne des feuilles seches et racinaire est déterminée apres passage a

I’étuve pendant 24 heures a une température de 105°C, par simple pesée.

III. 3.1.2. Parametres biochimiques
III. 3.1.2.1. Dosage de la chlorophylle et des pigments caroténoides

L’extraction: le principe consiste a peser 0.2 g de feuilles vertes, les broyer dans un
mortier aprés 1’ajout d’une pincé de carbonate de calcium (CaCosz) pour neutraliser ’acidité
vacuolaire et 25 ml d’acétone a 80% ensuite faire la filtration.

Le dosage: la chlorophylle est dosée par spectrophotométrie, selon le principe de la loi de
« Beer-Lambert ». La quantité de chlorophylle est déterminée par le systéme d’équation a inconnues

suivant:

Chl a= 12.7D.0663-2.69D.0545 (6)
Chl b:229D0645-468D0663 (7)
Chl a + Chl b= 8.02D.0gg3+ 20.2D.0gus (8)

La lecture des densites optiques (D.O) des extraits a 645 et a 663nm, puis la résolution de ce
systeéme d’équation nous donnent les teneurs en chlorophylles (a) et (b) en pg/ml, extrapolés encore
en ug/g de MF (Mazliak, 1979).

- Lavaleur des caroténoides est déterminée comme suit :



5(D.Og0)- ((Cax3.12)-(Cbx130,3))/200.  (9)

III. 3.1.2.2. Dosage des sucres solubles

Les sucres solubles sont dosés par la méthode Shields et Burnett (1960), qui utilise
I’anthrone en milieu sulfurique, I’extraction des sucres solubles se fait aprés macération de 0.1g de
matiere végétale dans 3ml d’éthanol a 80% pendant 48 heures. Ensuite faire passer les tubes au
rotavapor pour 1’évaporation de 1’éthanol, et mettre 20ml d’eau distillée dans la totalité de I’extrait.

Préparation du réactif a ’anthrone: au moins 4 heures a I’avance (mettre 0.2 g d’anthrone
pur dans 100 ml d’acide sulfurique pur).

On préleve 2ml de I’extrait dans les tubes a essai puis on ajoute 4ml du réactif a 1’anthrone.
On place les tubes au bain-marie & 62° C pendant 8 minutes. Ensuite on les met dans un bain de
glace pour les refroidir afin d’arréter la réaction. Enfin, procéder a la lecture au spectrophotometre
a 585nm apres un repos de 30minutes a 1’obscurité. La détermination du contenu en sucres solubles

est faite sur la base d’un courbe étalon réalisé avec des concentrations connues de glucose.

I1I. 3.1.2.3. Dosage de la proline

La proline est dosée selon la technique de Monneveux et Nemmar (1986), qui consiste a
mettre (0.1g) de la matiére végétale dans un tube a essai et ajouter 2ml de méthanol a 40%,
I’ensemble est ensuite chauffé au bain—marie & 80°C pendant 60minutes ; les tubes sont recouverts
de papier aluminium pour éviter la volatilisation de 1’alcool.

Apres refroidissement, on préleve 1ml de la solution, a laquelle on ajoute Iml d’acide
acétique (CH3z COOH) et 1ml de mélange réactionnel modifié contenant (120ml d’eau distillé +
300ml d’acide acétique + 80ml d’acide ortho phosphorique) et 0.025 mg de Ninhydrine.

Les solutions sont portées a ébullition pendant 30minutes, elles virent au rouge; apres
refroidissement, on ajoute 5ml de toluene, apres agitation deux phases se séparent:

1- La phase inferieure sans proline.

2- La phase supérieure qui contient la proline, celle-ci est ensuite récupérée et déshydratée

par I’adjonction de NaSOg,

Enfin on précéde a la détermination de la teneur en proline des échantillons par la lecture au
spectrophotometre a la longueur d’onde 525nm, aprés étalonnage de 1’appareil par le mélange
(acide acétique+ eau distillée+ acide ortho phosphorique + Ninhydrine). La teneur des échantillons

inconnus est déterminée par la suite grace a une courbe d’étalonnage.

II1. 3.1.2.4. Dosage des protéines



Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford(1976), qui utilise le bleu brillant de
Coomassie G250 (BSA) comme réactif et le sérum d’albumine bovine (BSA) comme standard. Le
dosage s’effectue en 3 étapes:

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

Préparation de réactif de Bradford: pour préparer ce réactif, il faut prendre 0.1g de BBC
(Bleu brillant de Coomassie), lui ajouter 50ml d’éthanol a 95% puis le placer sur un agitateur
pendant 2 heures. Rajouter ensuite 100ml d’acide ortho phosphorique a 85% et compléter a I’eau
distillée jusqu’a 1 litre.

Le dosage: dans des tubes a essai propres, on préléve 0.2ml de 1’échantillon végétal et 1.6
ml d’eau distillée (a I’aide d’une micropipette), 5 minutes avant la lecture on ajoute 0.2ml du réactif
de Bradford. Le dosage se fait par lecture au spectrophotométre a la longueur d’onde 595nm aprés
I’¢talonnage de I’appareil par la solution témoin (1.8ml d’eau distillée + 0.2ml du réactif de
Bradford). La teneur en proteines des échantillons inconnus est déterminée également a I’aide d’une

courbe standard faite a partir de concentrations connues de BSA.

III. 3.1.3. Parametres enzymatiques
I11. 3.1.3.1. Détermination de ’activité de la catalase

L’activité de la catalase est déterminée par la méthode de Gabriela et al, (2005), (0.5g) de
feuilles sont broyés avec 25ml de solution tampon (pH= 7) pour préserver 1’activité enzymatique.
Le broyat récupéré est centrifugé a 5000tr/min pendant 5minutes. Le surnageant est filtré pour
I’obtention de I’extrait enzymatique qui sera conservé a 4°C jusqu'a son utilisation.

La catalase est un enzyme permettant la transformation de 1’eau oxygénée (H,0O,) en eau
(H20) et dioxygene (O2). Pour mesurer cette activité, 1’extrait enzymatique est mis en contact avec
de I’eau oxygénée pendants une durée déterminée. 1ml d’extrait enzymatique est mis dans 10ml
H,0, a 0.0IN pendant Smn. La réaction est arrétée par I’introduction de 25ml d’H,SO4 a 2%. Le
volume réactionnel est titré par le permanganate de potassium (KMnQO,) jusqu'a la stabilité de la
coloration rose.

L’activité de la catalase est exprimée en pkat/g de MF (uKat = disparition d’'une pmole de

substrat par seconde) selon la formule suivante:

n-(Vt—V)-VE
CAT = - - PE - MF 9)




Avec:
n: nombre de mole de H,O, oxydées par 1 ml de KMnQO,: 5 umoles/ml de permanganate de
potassium.
Vt: volume moyen de permanganate de potassium pour le dosage des témoins en (ml).
V: volume moyen de permanganate de potassium pour le dosage des extraits enzymatiques en (ml).
VE: volume de I’extrait enzymatique brut: 25 (ml).
PE: volume d’extrait enzymatique qui est introduit dans la réaction mesurée: 1 (ml).
T: temps de réaction (300 secondes).

MF: masse de matiere fraiche en grammes: 0.5(g).

I11. 3.1.3.2. Détermination de ’activité de la peroxydase

L’activité peroxydasique est déterminée selon la méthode de Baaziz et al., (2006). Le
principe est 1’utilisation du peroxyde d’hydrogéne pour former un produit coloré en présence du
gaiacol. Aprés un temps de réaction, I’activité enzymatique est déterminée par la lecture de
I’absorbance a 470nm sur une durée de 300 secondes.

L’activité est calculée d’aprés la formule suivante:

4.3‘—‘2.VR.VD VE
POX =

PP Ty —— (10)
€.e.PE 2.PE 1.MF

VR: mélange réactionnel: 3(ml).

VD: volume de dilution: 40 (ml).

VE: volume de ’extrait brut: 25(ml).

€: coefficient d’extinction du gaiacol: 26.6 (cm?/umole).

e: épaisseur du tube: 1(cm).

PE2: volume de I’extrait dilué: 1(ml).

PE1: volume de I’extrait brut utilisé dans la dilution: 1(ml).

MF: masse de matiere fraiche : 0.5(g).
I11. 3.1.3.3. Détermination de I’activité de gaiacol peroxydase

L’activité gaiacol peroxydase(GPOX) est déterminée par spectrophotometrie a 470nm
suivant la technique de Mac Adam (1992). Le coefficient d’extinction linéique molaire utilisé est
€=26,6mM/cm. Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel contient: 100ul d’extrait
enzymatique, 2700ul tampon phosphate (100mM, pH 6.5), 100ul gaiacol (18mM), 100ul H,0,,

L’¢étalonnage de 1’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La réaction est déclenchée



par I’ajout du peroxyde d’hydrogéne. L’activité GPOX est exprimée en umoles oxydées /min/gde

MF. Elle est calculée par la formule suivante:

AAXVt
Act= ————— (11)
eXAtxLxVe Xp

Act: activité enzymatique en nmoles/min/mg de protéines
€: coefficient d’extinction linéique molaire en (M)

AA: différence moyenne de 1’absorbance

Vt: volume total du mélange réactionnel en (ml)

Ve: volume de I’extrait enzymatique en (ml)

L: largeur de la cuve de mesures en (cm)

P: poids des protéines en (mg)

T: temps de lecture en (min)
I11. 3.1.4. Dosage de glutathion(GSH)

Le dosage du glutathion est déterminé selon la méthode de Weckberker et Cory (1988).
(0.5g) de feuilles fraiches sont broyées a froid avec 4ml de tampon phosphate (0.1 M, pH=6,5). Le
broyat est ensuite filtré et centrifugé a 5000tr/mn pendant 15minutes. L’homogénat doit d’abord
subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalysilique (ASS a 0,25%). Pour cela, au 0,8ml de
I’homogénat sont additionnés 0,2ml d’ASS, le mélange est vortex¢ et laissé¢ pendant 15min dans un
bain de glace puis centrifugé a nouveau a une vitesse de 1000 tr/min pendant 5minutes. Le
surnageant est conservé au congélateur a -80°C jusqu’au moment du dosage. Le volume réactionnel
contient : 0.5ml d’extrait enzymatique, 1ml tampon tris-EDTA, 0.025ml DTNB. L’étalonnage de
I’appareil se fait par 0.5ml d’eau distillé, 1ml tampon Tris-EDTA, 0.025ml DTNB. La teneur en
glutathion est déterminée par la lecture des (D.O) au spectrophotométre a une longueur d’onde de

412nm. La concentration du GSH est obtenue par la formule suivante:

GSH = (DO ><1><1,525) 1

13,1x0,8x0,5 (12)

mg de prot éines

La concentration du GSH est exprimée en pmoles/mg de proteines.

1: volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation= (0.8ml d’homogénat+0.2ml d’ASS).
1.525: volume total des solutions utilisées dans le dosage de la GSH au niveau du surnagent=
(0.5ml surnagent+1ml Tris-EDTA+0.025m| DTNB).

13.1: coefficient d’absorbance (concernant le groupement (-SH) a 412nm).




0.8: volume de ’homogénat trouvé dans 1(ml).

0.5: volume du surnagent trouvé dans 1.525.

I1I. 3.2. La phase de la croissance
I1I. 3.2.1. Parametres morphologiques
I1I. 3.2.1.1. Nombre des feuilles
Le nombre de feuilles a été comptabilisé sur un sous-échantillon de 30 plantes par variété et par
traitement.
II1. 3.2.1.2. Surface foliaire

La surface foliaire a été déterminée par une méthode qui consiste a couper un carré en
papier de 1cm de coté et de le peser juste apres. Ensuite prendre une feuille du blé sur papier
calque ou (en photocopie) de la méme nature du papier et la peser aussi par la suite. Par un simple
calcul de regle de 3, On déduit ainsi la surface foliaire (SF) des échantillons étudiés (Paul et al.,
1979).

I1I. 3.2.1.3. Poids spécifiques des feuilles (PSF)

Le poids spécifique des feuilles, c'est-a-dire le poids de feuilles par unité de surface foliaire,
peut étre utilisé comme un indice de production et permis de mettre en évidence 1’adaptation de
I’appareil foliaire aux différentes conditions énergétiques et contraintes du milieu. le poids sec des
feuilles récoltées et séchées a 1’étuve et au dénominateur, la surface foliaire calculée selon la

méthode de Paul et al., (1979).

| PSF= PS/SF (13) |Ou:
PSF : Poids spécifique des feuilles

PS : Poids sec des feuilles en (g)
SF : Surface foliaire en (cm™)

III. 3.2.2. Parameétres biochimiques
Dans ce deuxiéme essai de la croissance, les protocoles de dosage de la chlorophylle, des
pigments caroténoides, des sucres solubles, de la proline, des proteines et du glutathion sont
les mémes que ceux utilisés dans 1’essai de la germination (chapitre 111. 3.1.2).
III. 3.2.3. Parametres enzymatiques
Pour la détermination de I’activité des enzymes du systeme antioxydant (POX, CAT, GPOX),

Les méthodes utilisées sont les mémes que celles de la phase de germination (chapitre 111.3.1.3.)



I1I. 3.2.3.1. Détermination de I’activité ascorbate peroxydase (APX)

L’activité de I’enzyme ascorbate peroxydase est réalisée par spectrophotométrie
selon la méthode de Nakano et Asada (1987). Le volume réactionnel final de 3ml contient: 100ul
d’extrait enzymatique, 50ul d’H,O, a 3% et 2850ul de tampon pH (50mM ; 0,5mM ascorbate,
pH=7,2). L’¢étalonnage de I’appareil se fait en 1’absence de 1’extrait enzymatique. La lecture des DO
est effectuée a une longueur d’onde de 290nm, pendant 1min et ce pour un coefficient d’extinction

linéique molaire € = 2800M/cm. L’activité APX est exprimée en nmoles/min/mg de protéines.
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CHAPITRE. IV: RESULTATS

IV.1.Reésultats de la germination
IV.1.1. Paramétres morphologiques
IV.1.1.1. Faculté germinative

L’observation des résultats (Figure.18) montre que les graines de 1’essai sont viables. En
effet, dans les lots témoins les trois variétés présentent une bonne faculté germinative. Concernant
I’effet du plomb sur ce parametre, il a été constaté un effet inhibitif chez toutes les graines traitées,
avec des différences hautement significatives (P<0.001). D’une maniére générale I’effet du plomb
est inversement proportionnel a la concentration en plomb dans les solutions. Plus la concentration
est élevé plus le taux de germination est faible. Signalons par ailleurs, que la concentration 0.3g/l a

provoqué ’arrét total du processus de germination chez les trois variétés étudiées.
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Figure.18: Effet du Pb(NOs3), sur la faculté germinative
[1] :0 g/l, [2] : 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35¢g g/l de Pb(NO3),

IV.1.1.2. Cinétique de la germination (Vm)
D’apres les résultats obtenus (Figure.19), le plomb affecte la vitesse de la germination des
trois variétés. En effet, le traitement des graines avec la concentration 0.15g/l augmente la vitesse de



germination (Vm) des trois variétés. Par contre, les autres traitements réduisent cette énergie chez

les trois variétés avec un seuil d’inhibition se situant entre (0.25 et 0.35g/1). L’analyse statistique T-

test (comparaison de moyennes 2 a 2) montre que ce parameétre varie d’une manicre trés hautement

significative entre les trois variétés étudiés (P<0.001).

L’observation des courbes de germination nous donne une idée compléte de 1’évolution de la
germination en fonction des différents traitements par le plomb. La figure 19 nous fait remarquer,
I’existence de trois phases distinctes dans I’essai de germination.

¢ Une phase de latence, ou il n’y a pas de germination, c’est la période d’imbibition qui a été en
moyenne de 2 jours pour les trois variétés étudiées, Waha, Vitron et Gta.

e Une phase active durant laquelle la germination augmente rapidement d’une maniére
exponentielle. C’est la germination au sens stricte « Sensu-stricto » qui a duré jusqu’au 5éme

jour.

e Une phase lente, dont la durée est fonction du test et du matériel végétal, qui indique la fin du
processus de germination (palier). Signalons par ailleurs, qu’a travers ces courbes de
germination, on peut également voir I’effet du plomb sur ce phénomene, en effet, plus
I’amplitude des courbes est plus rapprochée de 1’axe des X plus I’effet du Pb est important et

vice-versa (I’inverse est vrai)
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Figure. 19: Effet du Pb(NO3), sur la cinétique de germination
(A) Waha, (B) Vitron, (C) Gta
(Co:0 g/l, Cq: 0.15¢/l, C5: 0.25 g/l, Cz: 0.35g g/l de Pb(NOs3)2)

IV.1.1.3. Allongement des coléoptiles

Les mesures de I’allongement des coléoptiles des trois variétés, aux cours des neufs jours (9)
du processus germinatif sous stress plombifére sont reportées dans la figure 20. La croissance en
longueur des plantules durant cette période s’est déroulée normalement dans les lots témoins (entre
5 et 7cm de hauteur pour les trois variétés). En revanche, dans les lots traités les résultats sont
differents, la concentration 0.15 g/l a en effet activé I’allongement des coléoptiles des variétés

Vitron et Gta avec des valeurs respectives de 8.1 et 9cm. Par ailleurs, le traitement des graines par



les fortes doses en Pb, a réduit la croissance des coléoptiles chez les trois variétés, d’une maniére

tres hautement significative (P<0.001).
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Figure. 20: Effet du Pb(NO3), sur I’allongement des coléoptiles

(A) Waha, (B) Vitron, (C) Gta
(Co:0 g/l, Cq: 0.15g/l, C,: 0.25 g/l, C3: 0.35g g/l de Pb(NO3)




IV.1.1.4. Biomasse aérienne et souterraine

Pour la biomasse aérienne et souterraine (Figure.21), les résultats de 1’effet du plomb sont
similaires a ceux des parametres germinatifs. La teneur 0.3g/l a entrainé une réduction importante
du poids sec des feuilles de la variété Waha. Cette méme concentration a provoqué un arrét total de

la croissance racinaire (poids sec des racines) chez les trois variétes.
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Figure. 19: Effet du Pb(NO3), sur la biomasse aérienne
[1] :0 g/l, [2] : 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),
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Figure. 21: Effet du Pb(NO3), sur la biomasse souterraine
[1] :0 g/l, [2] : 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35¢g g/l de Pb(NO3),



IV.1.2. Paramétres biochimiques
IV.1.2.1. Contenu des pigments photorécepteurs
I1V.1.2.1.1. Contenu en chlorophylles

Les effets du Pb sur les contenus en pigments sont consignés dans la figure (22). L’effet du
plomb sur la teneur en chlorophylle est variable selon la variété et selon la concentration utilisée. En
effet, le contenu en chlorophylle totale (a+b) chez la variét¢ Waha a été réduit d’une maniere
proportionnelle, (plus la dose du polluant est forte, plus la réduction est importante).Tandis que
chez les autres variétés (Vitron et Gta), les doses élevées ont provoqué une Iégere élévation de la
teneur en chlorophylle d’une maniére générale. Quant on considere les types de chlorophylles
indépendamment, on remarque que la quantité de chlorophylle (a) est supérieur a la quantité de
chlorophylle (b) chez les trois variétés, et que le facteur concentration en plomb a une relation
proportionnelle avec les variétés Waha et Vitron dans la quantité de chlorophylle (a), méme
remarque pour la chlorophylle (b) chez les trois variétés. L’analyse de la variance montre des
différences trés hautement significatives (P<0.001) entre les variétés et entre les concentrations pour
la chlorophylle (a) et (b).
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Figure. 22: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en pigments: (A) chlorophylle (a+b), (B)
chlorophylle (a), (C): chlorophylle (b)
[1]:0 g/l, [2]: 0.15¢g/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

IV.1.2.1.2. contenu en caroténoides



La figure 23 met en évidence un effet déepressif du plomb sur la synthese ou la libération des
caroténoides pour les trois variétés étudiés. La teneur en caroténoides nous montre que la variéteé
Gta présente plus de caroténoides (3.06g/g de MF) que les autres variétés dans les lots témoins
(2.50 et 2.43 pg/g de MF de Waha et Vitron respectivement). L’analyse statistique T-test

(comparaison de moyennes 2 a 2), montre que ce paramétre varie d’une maniére trés hautement

significative chez les variétés étudiées.
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Figure. 23: Effet du Pb(NOs3), sur le contenu en caroténoides.

[1]:0 /1, [2]: 0.15g/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.1.2.1.3. Contenu en sucres solubles

Le contenu en sucres solubles extrait des feuilles des plantules est consigné dans la figure
24. Les résultats obtenus montrent que la variété Vitron contient plus de sucres (29.81ug/g de MF)
que les autres variétés (23.42 et 11.29 pg/g de MF pour Waha et Gta respectivement).Chez les
plantules issues de graines traitées par le plomb, la quantité de sucres solubles obtenue dans la
variété Waha est presque le double que celle de la variété Gta (avec la concentration 0.15g/l). En
outre, dans les graines traitées avec la forte dose (C,) on a observe une diminution du contenu en
sucres. Par ailleurs, pour les autres variétés, le contenu en sucres varie proportionnellement avec
I’élévation de la teneur en plomb. La concentration 0.35g/l a inhibé complétement la synthése et/ou
la libération des sucres chez les variétés Waha et Gta. Du vue statistique, les résultats obtenus

montrent 1’existence de différences trés hautement significatives (P<0.001).
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Figure. 24: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en sucres solubles
[1]:0 g/1, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NOs3),

IV.1.2.1.4. Contenu en protéines

A la lumiére des résultats, la figure. 25 suggere que le contenu en protéines des feuilles dans
les lots témoins, est plus important chez la variété Vitron (31.54 ug/g de MF) que ses homologues
Waha et Gta avec respectivement des valeurs de 1’ordre de 12.90, 17.7 pg/g de MF. Chez les
plantules issues de graines traitées, la quantité de protéines a été faible chez les deux variétés Vitron
et Gta. A I’inverse, chez la variété Waha le contenu en protéines a ét¢ légérement augmenté avec la
concentration 0.15g/1 et réduit avec les autres traitements. L’analyse statistique montre que ce

caractére varie d’une maniéere trés hautement significative chez les trois variétés (P<0.001).
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Figure. 25: Effet du Pb(NO3); sur le contenu en protéines totaux
[1]: 0 g/, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

IV.1.2.1.5. Contenu en proline

Les résultats de dosage de I’acide aminée proline (figure 26) montrent que son contenu
varie d’une fagon trés hautement significative (P<0.001) II est faible chez la variété Vitron (3.4 ng/g
de MF) par rapport aux autres variétés respectives Waha et Gta avec des valeurs de (32.3, 22.6 pg/g
de MF).

D’une maniére générale, les différentes concentrations (0.15, 0.25, 0.35g/1) provoquent la
chute graduelle de la quantité de proline chez les variétés Waha et Gta. Par contre chez la variété
Vitron., la deuxiéme et la troisiéme concentration (0.15 et 0.25 g/l) ont augmenté son contenu. La

concentration 0.35g/l quant a elle, est une concentration inhibitrice pour les trois variétés.
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Figure. 26: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en proline
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

IV.1.3. Paramétres enzymatiques
IV.1.3.1. Effet du plomb sur ’activité de la peroxydase

Les résultats (Figure.27) montrent que ’activité peroxydasique varie d’une manicre
hautement significative entre les trois variétés étudiés (P<0.001). Le traitement des graines par la
dose la plus faible en plomb (0.15g/1) a provoqué une légere élévation de 1’activité peroxydasique.
Par contre, les fortes concentrations (0.25, 0.3g/1) ont induit une régression de I’activité
enzymatique avec des valeurs de 6.8 pKat/s de MF pour la variété Waha, 5.03uKat/s de MF pour la

variété Vitron et activité nulle pKat/s de MF de la variété Gta.
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Figure. 27: Effet du Pb(NO3), sur ’activité de la peroxydase
[1]: 0 g/, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.1.3.2. Effet du plomb sur P’activité de la catalase

L’effet du plomb sur la catalase (figure 28) montre des différences trés hautement
significatives pour les trois variétés (P<0.001). La figure révele que les fortes concentrations en
Pb(NOs3), réduisent ’activité de la catalase chez la variét¢ Waha et Gta (0.0 puKat/g de MF
respectivement pour la plus forte dose a savoir (0.35 g/l). Par contre chez la variété Vitron, ces

mémes teneurs stimulent 1égeérement 1’activité de cette enzyme (catalase).
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Figure. 28: Effet du Pb(NO3), sur P’activité de la catalase
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.1.3.3. Effet du plomb sur ’activité du gaiacol peroxydase (GPOX)

L’activité du GPOX chez la variété Waha (0.116nmols/min/mg de protéines) est supérieure
a Dactivité des autres variétés dans les lots témoins (figure 29), avec la concentration 0.15g/1 de
solution du Pb(NOs),. En outre, cette activité a été réduite chez les trois variétés pour toutes les
concentrations a I’exception des doses C, et Cz qui 1’ont légérement stimulé chez la variété Vitron

avec des valeurs respectives de (0.09 et 0.07nmols/min/mg de protéines).
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Figure. 29: Effet du Pb(NO3), sur P’activité du gaiacol peroxydase
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.1.4. Effet du plomb sur le contenu en glutathion

Les résultats obtenus montrent que le contenu en glutathion varie d’une fagon trés hautement
significative chez les trois variétés (P<0,001) Le contenu en glutathion (figure 30) a d’une fagon
globale diminué chez les plantules des graines traitées chez les trois variétés étudiées avec un effet

important de la forte dose (C,4) a I’exception de la dose (C3) qui a un peu stimulé sa synthése chez la

variété Vitron ( 0.7umoles/mg de protéine)
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Figure. 30: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en glutathion




[1] :0 g/, [2] : 0.15g/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NOs)

IV.2.Reésultats de la croissance
IV.2.1. Paramétres morphologiques
IV.2.1.1. Nombre de feuilles par plante

Selon la figure 31, le nombre des feuilles par plante des trois variétés est compris entre 4 et
5 dans les pots des plantes témoins. Le nombre de feuilles des plantes ou la concentration est de
0.15¢g/l, est important par rapport aux plantes témoins des trois variétés. De plus, dans les lots ou la
concentration en nitrate du plomb est élevée, le nombre des feuilles se réduit graduellement. On
remarque que la variété Vitron a le nombre le plus élevé des feuilles dans la concentration 0.15¢/1.
L’analyse de la variance montre que le nombre des feuilles n’est pas significatif chez les trois

variétés étudiees, et trés hautement significatif entre les concentrations du plomb (p<0.001).
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Figure. 31: Effet du Pb(NO3), sur le nombre des feuilles
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3)

1V.2.1.2. Surface foliaire

Les résultats obtenus apres la pesé et le calcule (figure 32), donnent que la surface foliaire
des trois variétés est apparut presque similaire (entre 28.25 et 28.05 cm?), aprés le rajout de
traitement de solution de nitrate du plomb, la surface foliaire des trois variétés se réduit
progressivement avec des valeurs différentes, les testes statistiques indiquent des différences trés
hautement significatifs entre les variétés et entre les concentrations des solutions utilisés (p<0.001).



30 +

£
& 20
c
3 m\Waha
.
= '
E m Vitron
g
£ 10 - = Gta
3
wn

0 .

1 2 3 4

Concentration de Pb(NO,), (9/l)

Figure. 32: Effet du Pb(NO3), sur la surface foliaire
[1]: 0 g/, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.1.3. Poids spécifique des feuilles

D’aprés la figure 33, on a observé que, dans les lots témoins (0 g/l de Pb(NO3),), le poids
spécifique des feuilles se situe entre 0.28 et 0.30 g/cm®.Par contre, dans les lots traités ou la
concentration du nitrate de plomb augmente ce parametre est réduit progressivement, chez les trois
variétés. L’analyse statistique montre des différences trés hautement significatives entre les

traitements appliqués.
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Figure. 33: Effet du Pb(NO3), sur le poids spécifique des feuilles
[1]: 0 g/, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

IV.2.2. Parametres biochimiques
1V.2.2.1. Contenu en chlorophylles

L’effet du nitrate du plomb sur les pigments chlorophylliens, chlorophylle (a), chlorophylle
(b) et chlorophylle totale (a+b) est mentionné dans la figure 34.

Le contenu en chlorophylle totale (a+b) chez la variété Vitron est supérieur aux autres
variétés (17.86ug/g de MF) dans les lots témoins. Par contre, dans les lots traités avec les trois
concentrations de solution du Pb(NO3), on constate que le contenu de la chlorophylle totale est
diminué. Cependant, quant on prend les types de chlorophylle indépendamment, on remarque le
méme constat pour la chlorophylle (b). A I’opposé, celui de la chlorophylle (a) augmente dans la
deuxieme concentration du nitrate du plomb (Pb(NOg3);) (0.15g/1), puis se réduit. L’analyse
statistique montre bien I’existence de différences trés hautement significatives entre les variétés et
entre les concentrations chez la chlorophylle (a+b) et la chlorophylle (a) et une différence

hautement significative entre les variétés et tres hautement significative entre les concentrations.
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Figure. 34: Effet du Pb(NOs3), sur le contenu en pigments: (A) chlorophylle (a+b), (B)
chlorophylle(a) et chlorophylle(b)
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3)

IV.2.2.2. Contenu en caroténoides

Le contenu en caroténoides (Figure 35) chez la variété Vitron (3.36ug/g de MF) est
légérement plus élevé que celui des autres variétés (3.29, 3.33 ug/g de MF de Waha et Gta
respectivement). Par ailleurs, le traitement par le plomb, a provoqué une baisse progressive de ce
contenu de ’ordre de (1.40, 1.04, 0.59 pg/g de MF) des variétés respectives Waha, Vitron et Gta

avec la plus forte concentration. L’analyse de variance a deux facteurs de classification a montré



des différences trés hautement significatives entre les concentrations du plomb et entre les variétés
étudiées.
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Figure. 35: Effet du Pb(NO3); sur le contenu en pigments caroténoides
[1]: 0 g/, [2]: 0.15¢/1, [3]: 0.25 g/, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.2.3. Contenu en protéines

Dans les lots témoins, le contenu en protéines chez la variété Gta est plus élevé que les
autres variétés (7fois plus élevé que celle Waha et presque 2 fois que celle Vitron) (figure 36).
Aprés le traitement il est apparut que les concentrations 0.15 et 0.25 g/l ont provoqué une légére
augmentation des protéines chez la variété Waha et Vitron. En revanche, la plus forte concentration
a savoir (0,35¢/l) a induit une diminution de la synthése protéique. L’analyse statistique montre
que ce parametre varie d’une maniere trés hautement significative entre les trois variétés étudices et

les quatre traitements.
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Figure. 36: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en protéines
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.2.4. Contenu en proline

La quantité de proline chez la variété Waha (22.85ug/g de MF) est supérieure a celle des
autres variétés (I’ordre) avec respectivement (11.10 et 5.73 pg/g de MF dans les lots de témoins
(figure 37). En effet, ce caractére varie d’une fagon trés hautement significative (***)
Le contenu de cet acide aminé augmente avec 1’¢lévation des concentrations de nitrate du plomb

utilisée (0.15 et 0.25 g/l), puis diminue dans la concentration la plus forte (0.35g /I).
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Figure. 37: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en proline
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.2.5. Contenu en sucres solubles

Le contenu en sucre solubles varie d’une maniére trés chez les variétés et traitements étudiées.
La quantité des sucres solubles trouvée chez la variété Vitron est plus importante que celle des
autres variétés (presque le double). En outre, dans les lots traités par le plomb le contenu en
sucres solubles chez la variété Vitron se réduit de (52.14, 41.15 et 35.78 pg/g de MF dans les
concentrations respectives: 0.15, 0.25 et 0.35 g /I et ce contenu reste un peu stable (entre 35 et 40

pg/g de MF) dans les quatre concentrations chez les variétés Waha et Gta (figure 38).
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Figure. 38: Effet du Pb(NOs3), sur le contenu en sucres solubles
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

IV.2.3. Paramétres enzymatiques
1V.2.3.1. Effet du plomb sur ’activité du catalase

L’effet du plomb D’activité de catalase est représentée par la figure 39. En effet, I’activité de
cette enzyme est élevée chez la variété Vitron dans les lots témoins dans les feuilles et les racines
(2.70, 3.3 pKat/g de MF) respectivement. Par ailleurs, Aprés les différents traitements, cette
activité semble étre Iégérement perturbée chez cette méme variété. Par contre, cette enzyme (la
catalase) est caractérisée par une bonne activité dans les autres variétés méme avec les hautes
concentrations dans les feuilles. A ’opposée, dans les racines [’activité catalasique est réduite
dans les traitements par les fortes doses 0.25 et 0.35 g/l. L’analyse statistique montre des

différences trés hautement significatives (p<0.001).
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Figure. 39: Effet du Pb(NO3), sur P’activité de la catalase. (A) feuilles, (B) racines.
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.3.2. Effet du plomb sur ’activité de la peroxydase



Les résultats de 1’activité de la peroxydase (POD) sont enregistrés dans la figure 40. En
effet, ’activité de cette enzyme semble augmenter 1égérement chez le traitement C; (0.15 g/l) avec
(15.75, 11.7 pKat/s de MF) par rapport aux témoins (13.20, 8.3uKat/s de MF) chez les variétés
Waha et Vitron, dans les feuilles. C’est le méme constat observé dans les racines avec cette méme
dose et les témoins pour les trois variétés. Puis 1’activité de la POD diminue progressivement pour
les deux derniéres concentrations dans les feuilles et les racines.

L’analyse de variance a deux facteurs controlés a révélé des différences trés hautement
significatives (***) entre les concentrations du metal et les variétés étudiés dans les feuilles et les

racines.
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Figure. 40: Effet du Pb(NO3), sur ’activité de la peroxydase. (A) feuilles, (B) racines.
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/I, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.3.3. Effet du plomb sur ’activité de ’ascorbate peroxydase

La figure 41 illustre I’effet du plomb sur I’activité ascorbate peroxydase des trois variétés
de blé dur étudiées.

Il ressort de ces résultats que la plus faible activité de cette enzyme ascorbate peroxydase
(APX) dans les feuilles caractérise la variété Vitron avec une valeur de (0.07mol/min/ug de
protéines) et la variété Waha dans les racines (0.04mol/min/ug de protéines). En présence du
plomb, I’activit¢ de I’APX augmente chez les variétés Waha et Gta dans les feuilles et seulement
Waha dans les racines. En revanche, ’activité de cette enzyme est nettement réduite dans le
traitement par les fortes concentrations dans les feuilles et les racines. L’analyse de variance a deux
facteurs controlés a révélé des différences trés hautement significatives entre les traitements

appliqués et entre les variétés utilisées et ¢ca dans les feuilles et dans les racines.
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Figure. 41: Effet du Pb(NO3), sur I’activité de I’ascorbate peroxydase. (A) feuilles, (B) racines.
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/l, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NOs3)

1V.2.3.4. Effet du plomb sur DPactivité du gaiacol peroxydase
Les résultats de 1’activité de I’enzyme gaiacol peroxydase (GPOX) sont reportés dans la

figure 42. En effet, celle -ci révele bien que I’activité du GPOX a augmenté chez la variété Gta



traitée avec la dose 0,15¢/1 de solution du Pb(NO3), par rapport au témoin. Signalons par ailleurs,
que cette activité a été sensiblement réduite par 1’utilisation des fortes doses notamment (0,25 et
0,35¢g/1) chez les trois variétés. L’analyse statistique montre bien que ce caractére varie d’une

maniere tres hautement significative (p < 0,001).
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Figure. 42: Effet du Pb(NO3), sur ’activité du gaiacol peroxydase
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15¢/I, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),

1V.2.4. Effet du plomb sur le contenu en glutathion

Les résultats de la détermination du contenu en glutathion (GSH) sont mentionnés sur la
Figure 43. En effet, toutes les doses utilisées du plomb ont entrainé une augmentation trés
hautement significative (P<0,001) de ce paramétre chez les trois variétés. La 1°® dose (la plus
faible : 0,15g/1) a entrainé une légére augmentation du contenu de GSH chez la variété Vitron (de
0.272 a 0.599 umoles/mg de protéines) par rapport au témoin. Alors que les fortes doses (0.25¢/1 et
0.35g /I de la solution du nitrate du plomb), ont entrainé une diminution du contenu de la GSH

chez les trois variétés étudiées.
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Figure. 43: Effet du Pb(NO3), sur le contenu en glutathion
[1]: 0 g/l, [2]: 0.15g/1, [3]: 0.25 g/l, [4]: 0.35g g/l de Pb(NO3),
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DISCUSSION

La problématique de notre travail s’inscrit dans une thématique importante, développée au
sein de notre laboratoire et visant a évaluer I’impact d’une contamination meétallique, réaliste sur
des végétaux, particulierement le blé. Cette étude constitue une suite logique, complémentaire a des
travaux déja effectués sur le devenir du plomb dans le systéme sol-plante a proximité d’un sol
contaminé par une usine de recyclage du plomb (Cecchi, 2008) et/ou des travaux au laboratoire sur
des espéces sentinelles telles que la feve: Vicia faba (Pourrut, 2008). Pour notre étude, les doses du
métal choisi sont fonction de la réalité environnementale c¢’est-a-dire proche des concentrations
pouvant se rencontrer dans des sols pollués par des activités anthropiques.

Dans ce contexte, nous nous proposons de présenter une discussion genérale des principaux
résultats obtenus dans notre travail. Cette discussion sera composée de deux parties :

- une premiére partie concernant les effets du plomb sur la germination et le développement des
plantules de blé, caractérisés, a 1’aide de plusieurs biomarqueurs de stress (biochimiques), 1’état
physiologique de plantes de Triticum durum soumises a différentes concentrations en plomb,

- une deuxieme partie qui met en évidence certains mécanismes conduisant a la phytotoxicité du
plomb, en s’intéressant, plus particulierement, au réle joué par les espéces réactives de 1’oxygene

(ERO) notamment ’activité des enzymes antioxydantes.

Le développement des plantes traverse plusieurs phases de croissance allant de graine
(germination) a la graine (récolte). Ces phases sont bien distinctes du point morphologique. A cet
effet, nous distinguons chez les céréales: la levée, le tallage, la montaison la floraison etc.

Dans ce travail, nous nous sommes fixé a étudier I’impact du plomb sur uniquement la

période de germination et une courte durée de la croissance.

En effet, la germination ou I’embryogénese tardive, est la premiére phase du
développement d’une plante (Tourte et al., 2005), dans laquelle la graine retourne a la vie active
apres une période de dormance (Théron, 1964 ; Meyer et al., 2004). Lors de la germination
I’embryon augmente de volume par I’utilisation de I’énergie provenant de 1’oxydation des réserves
sous ’influence de I’action des différentes enzymes hydrolasiques, qui dégage progressivement les
enveloppes qui I’entourent et la sortie de la coléoptile et des radicelles. Dans cette phase la graine a
besoin de conditions externes et internes favorables pour un développement normal.

Les résultats obtenus dans cette premiere partie de ce travail, montre que le plomb a exercé

un effet négatif sur tous les parametres germinatifs. Des études antérieures, Seregin et



Kozidzinska, (1998) ; Sylwia et al., ( 2009) en fait les mémes constats. En effet, il a été trouvé que
le plomb induit une inhibition de la faculté germinative des graines du blé, du haricot (Wixrbicka et
Obidzinska, 1998) et de la feve (Pourrut et al., 2008).

Les résultats obtenus montrent que les concentrations toxiques en plomb, pour la croissance
sont variables chez les variétés étudiées. Dans certaines recherches, cette variation est notée méme
entre les especes. En effet, la toxicité du plomb dépend fortement des interactions de cet élément
métallique avec les especes végétales considérées et également du mode de culture et des facteurs
environnementaux. Dans notre travail la concentration 0.3g/l est une concentration inhibitrice de la
croissance des variétés de blé dur étudiées. D’autres travaux, ont montré que pour des
concentrations extractibles & "EDTA dans un sol atteignant 800 mg.Kg™ de sol, la croissance du
Ray Grass n’était pas affectée (Rooney et al., 1999). Par contre, Paivoke (2002), quant a lui a
montré que la toxicité du plomb vis-a-vis du pois dépendait fortement de 1’age de la plante en plus
de la concentration en plomb dans le sol. Cependant, ce méme auteur signale des effets néfastes sur
la croissance des plantes pour des concentrations en plomb inférieures & 500 mg.Kg™. Liu et al.,
(2003) ont démontré que la sensibilit¢ ou la tolérance des plantes au plomb était cultivar-
dépendante. En effet, leurs travaux réalisés sur différents cultivars de riz mettent en évidence des
retards de croissance et de développement provoqués par 800 mg.Kg™, mais uniquement pour
certains cultivars, d’autres n’y étant pas sensibles. Ceci démontre bien que la toxicité du plomb
dépend fortement du comportement des plantes vis-a-vis de ce métal. Malkowski et al ., (2002) ont
montré que la croissance du mais était inhibée par la présence de 10uM de plomb dans la solution
de culture. Fodor et al., (1996) et Wozny and Jerzynska (1991), ont également mis en évidence la
toxicité de 10uM de plomb en solution sur la croissance et de développement du concombre et du
haricot respectivement. On a trouvé que les racines sont plus sensibles aux métaux lourds, parce
qu’elles sont les premiers organes touchés par la contamination, viennent ensuite, les feuilles et les
coléoptiles. Ces résultats sont conformes a d’autres travaux effectués par Kopittke et al., (2007)
dans une étude réalisée sur la cornille (Vigna unguiculata), qui ont montré que les racines sont plus
sensibles que les parties aériennes a I’exposition au plomb. Par ailleurs, la production de biomasse
racinaire est inhibée dés le seuil minimal de 0,1uM de plomb dans la solution, avec une apparition
de symptomes visibles sur les racines a partir de 1,5uM. L’inhibition de la biomasse des parties
aeriennes se manifestant quant a elle a partir de 0,3uM.

Donc, d’une maniere globale, le plomb semble affecter la croissance et la morphogéneése des
plantes, en perturbant de trés nombreux mécanismes physiologiques, entrainant un nanisme des
plantes. L’inhibition de la division et de 1’¢longation cellulaire sont les phénomenes les plus
souvent reportés pour expliquer ces effets du plomb (Seregin et Ivanov, 2001 ; Malkwoski et al.,
2002 ; Patra et al., 2004 ; Kopittke et al., 2007). Ceci avait déja été mis en évidence il y a prés de 84



ans par Hammett (1929) qui avait montré une diminution de I’index mitotique dans les racines de
mais et d’oignon, provoquée par la présence de Pb(NO3),, et qu’il avait expliqué par la fixation du

plomb sur les groupements —SH des protéines.

Concernant les parametres physiologiques étudiés, la diminution du taux de chlorophylle
(@), (b) dans les fortes doses chez les trois variétés. chez les plantes exposees aux métaux lourds est
un phénomene tres courant et suppose comme étant préliminaire a I’inhibition de la photosynthése
(Prasad, 1999, Oncel et al., 2000). Cependant, les effets observés semblent dépendre de 1’age des
feuilles, les feuilles matures étant plus sensibles que les feuilles néoformées comme 1’ont montré
des études réalisées par (Barcelo et al., 1988 ; Krupa et Moniak, 1998). En effet, le plomb
provoque les enzymes impliquées dans la biosynthese de la chlorophylle ou bien la RUBISCO qui
permet la fixation du CO, (Seregin et Ivanov, 2001 ; Patra et al, 2004). L’inhibition de ce type
d’enzyme entraine une forte perturbation de la photosynthése. De nombreuses études ont été
menées pour connaitre les cibles des métaux au niveau de la voie de la biosynthese des pigments
photorécepteurs (Stobart et al., 1995 ; Shalygo et al., 1997). Les enzymes impliquées seraient
inhibées par une interaction des métaux avec des groupements thiols, parmi elles, I’ ALA-synthase
et la protochlorophyllide réductase. L’activité de ces enzymes est connue, étre inhibée par les

métaux lourds chez Cucumis sativus, Hordeum vulgare, Phaseolus vulgaris, ou Triticum aestivum.

Ceci entraine une réduction de la teneur en chlorophylle ainsi que celle de tous les pigments
photosynthétiques y compris les caroténoides et également une croissance réduite des feuilles. Une
concentration plus élevée en plomb provoque une substitution de ’atome de magnésium (Mg) au
centre de la molécule de chlorophylle par un atome de plomb(Pb), provoquant un arrét de la
photosynthése (Kupper et al., 1996).

Chez les trois variétés de blé dur, on a trouvé une augmentation graduelle dans le contenu en
sucres solubles. Ce résultat semble étre en parfait accord avec ceux trouvés par Pourrut (2008). En
effet, les glucides (sucres solubles) s’accumulent méme sous I’effet d’autres métaux comme le
cadmium (Costa et Spitz, 1997 ; Aoun, 2009), I’arsenic (Jha et Dubey, 2004). Cette accumulation
résulte d’une altération des activités enzymatiques, notamment I’invertase acide, le saccharose
synthase et ’amidon phosphorylase.

En ce qui concerne les protéines, les trois variétés ont eu une réponse différente vis-a-vis du
plomb. En effet, on a constaté une augmentation dans le contenu des protéines chez Waha et Gta
avec la dose 0.15g/l et une réduction chez Vitron. Plusieurs auteurs ont signalé que les stress
environnementaux peuvent provoquer une baisse ou une hausse des protéines totales (Rai et al.,

1983 ; Kumar & Singh, 1991). Dans le premier cas, la réduction des protéines a cause des métaux



lourds peut étre expliqué par des réactions de protéolyse et libération d’acides aminées (Berlett et
Stadtman, 1997 ; Siedlecka et Krupa, 2002 ; Hsu et Kao, 2003 ; Pena et al., 2006 ; Sharma et Dietz,
2006). Dans le deuxiéme cas, Chaoui (1997), a montré que le contenu en protéines n’est pas
affecté, dans les parties stimulées des plantes par le Cd et le Zn chez Phaseolus vulgaris. D’autre
auteurs comme Shraddha Singh et al ., (2004) ont trouvé une accumulation nette des protéines dans
les racines et les feuilles de tomate, proportionnelle & la concentration du métal étudié. En
revanche et d’une maniére générale, Stalt et al., (2003) ont indiqué que 1’exposition des plantes a
difféerentes concentrations de cadmium a tendance a stimuler la synthése des protéines

particulierement, les phytocheélatines dont le role est la détoxification.

Les résultats du contenu en proline dans nos essais, ont signalé une augmentation chez la
variété Vitron méme avec la dose forte 0.25¢/l. et une diminution graduelle chez les autres variétés
étudiés. Ceux-ci sont également corroborés par les travaux de Sharma et Dietz (2006), Yingli et al
(2010) sur un grand nombre d’espéces végétales. Cette augmentation a également été observée
sous I’effet d’autres métaux tels que le Mn (Lei et al., 2007), le Zn, Co, Cu (Alia et al., 1995 ; Schat
et al., 1997 ; Sharmila et Pardha Saradhi, 2002) mais aussi sous I’action d’autres types de stress :
salin (Demiral et Tlrkan, 2005), hydrique (Taulavuori et al., 2005), radiations UV (Pardha Saradhi
et al., 1995), thermique (Taulavuori et al., 2005). Aussi, une augmentation de ce soluté compatible
a ét¢ observée sous I’effet du cadmium chez le tournesol, la siléne, le haricot et le soja (Kastori et

al., 1992 ; Schat et al., 1997 ; Zhang et al., 2000 ; Balestrasse et al., 2005).

Par ailleurs, la proline est considérée comme agent adaptatif et marqueur de stress
favorable. Différentes fonctions sont attribuées a 1’accumulation de ce soluté telles que:
I’osmorégulation, la chélation et détoxification des métaux, notamment du zinc et du nickel (Bert,
2000 ; Sun et al., 2007), la protection des enzymes, la régulation de 1’acidité cytosolique, la
stabilisation des réactions de la synthése protéique et piégeage des especes réactives a 1’oxygene
(ROS), assurant ainsi une protection des constituants cellulaires. (Sharmila et Pardha Saradhi,
2002).

L’absorption d’ETM conduit le plus souvent a la génération d’un stress oxydatif (Foy et al.,

1978; Briat and Lebrun, 1999; Schutzendubel and Polle, 2002; Clemens, 2006). La contamination

des plantes par le plomb, induit une élevation de la production d’H,0; et d’O," (Malecka et al.,
2001; Chen et al., 2007; Przymusinski et al., 2007; Wang et al., 2000).

Les peroxydases, les catalases, 1’ascorbate peroxydase et le gariacol peroxydase sont des

catégories d’enzymes qui facilitent la formation et I’élimination de ’eau oxygénée qui est toxique



pour le métabolisme cellulaire (H,O,— 2H,0 + Oy). Dans notre travail et chez les plantes traitées
par le plomb, I’activité de ces antioxydants dans un premier temps semble augmenter ( ;) pour les
faibles concentrations et diminuer pour les fortes concentrations. Ces résultats sont similaires avec
ceux déja obtenus par Malecka et al., 2001; Pang et al., 2002; Ruley et al., 2004; Mittler et al.,
2004 ; Reddy et al., 2005; Mishra et al., 2006b ; Chaaya., 2010) pour I’activité de la catalase. Par
contre, plusieurs publications rapportent une inhibition de son activité par le plomb (Verma and
Dubey, 2003; Choudhury and Panda, 2004; Seregin et al., 2004; Chen et al., 2007; Dey et al., 2007,
Hu et al., 2007; Qureshi et al., 2007; Gopal and Rizvi, 2008). L’activation ou I’inhibition de cette
enzyme semble étre dépendante de 1’espéce traitée et non de 1’organe étudié, de la durée ou de
I’intensité du traitement. L’activité peroxydasique quant a elle, a augmenté comme ca a été
rapporté dans de nombreux travaux de recherche (Mishra and Choudhuri, 1999; Rucinska and
Gwozdz, 2005; Huang et al., 2008). L’ascorbate peroxydase (APX), est une métallo-enzyme
contenant un groupe ferriprotoporphyrine 1X. Elle est présente dans tous les compartiments
cellulaires, dans le cytosol et dans 1’apoplaste, sous forme soluble ou liée aux membranes (Asada,
1999; Foyer and Noctor, 2000; Mittler, 2004; Asada, 2006). Elle est connue pour son implication
dans les stress abiotiques et biotiques (Klessig et al., 2000). En effet, ’APX catalyse la réduction
du peroxyde d’hydrogene (H20,) en utilisant 1’ascorbate comme co-substrat. L’augmentation de
I’activité APX sous stress oxydatif engendré par le Pb montre bien son role dans I’élimination de
I’eau oxygéné formé suite a I’accumulation du Pb dans les racines et les feuilles des plantes. Nos
résultats obtenus a l’issue de cette étude concernant cette enzyme sont comparables a ceux
mentionnés par (Kampfenkel et al., 1995; Patra et Panda, 1998; Prasad et al., 1999; Rucinska et al.,
1999 et Gallego et al., 2002 ).

En outre, une augmentation de 1’activité du gaiacol peroxydase (GPOX) est induite dans les
feuilles chez les plantes traitées par le Pb. Ceci, met bien en évidence le réle important joué par
cette enzyme dans 1’¢limination de 1’eau oxygénée (H,0,) produite en exceés et toxique pour le
métabolisme cellulaire et 1’¢limination des ROS induit par le stress oxydatif imposé par les métaux
(Shah et al., 2001; Schutzenbidel et Polle, 2002; Srivastava et al., 2004; Smeets et al., 2005;
Mishra et al., 2006a; Hsu et Kao, 2007; Semane et al., 2007).

En revanche, concernant les molécules antioxydantes, les pigments caroténoides sont
réduits avec les fortes doses dans les trois variétés étudiées. En effet, ces pigments associes au PS.11
ou a I’antenne collectrice, participent a la protection de ’appareil photosynthétique contre les ROS
(Asada, 1994; Miller et al., 1996) .Par contre, pour la deuxiéme molécule antioxydante le glutathion
(GSH) on a remarqué une augmentation du contenu par le traitement avec la dose la plus faible

(0.15g/1) chez la variété Vitron et une réduction progressive avec 1’augmentation des doses de



traitement. Ce tripeptide joue un réle essentiel dans la détoxication des métaux en les chélatant
directement. Il joue également un réle fondamental dans la régulation du statut redox des cellules et
dans la neutralisation des ROS. Le glutathion pourrait constituer la premiere ligne de défense des
plantes contre la flambée oxydative générée par le plomb. Les résultats de ce travail sont
comparables a ceux rapportées par certains auteurs (Asada et Takahashi, 1987 ; May et al., 1998;
Noctor et al., 1998).

En se basant sur des repenses biochimiques des effets induit par le plomb durant la
germination, 1’espéce Gta est moins sensible a la pollution par ce métal par rapport autres espaces
(Vitron et Waha) du point de vue (sucres solubles, protéines, proline et activité catalisique) (tableau.
14, 15).

Tableau 14: Effet du plomb sur les parameétres
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Tableau 15: Effet du plomb sur les parametres

antioxydantes
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Conclusion Générale




CONCLUSION GENERALE

Notre travail s’inscrit dans une thématique, développée au sein du laboratoire et visant a évaluer
I’impact d’une contamination en plomb sur des végétaux important du point de vue économique et
alimentaire en Algérie notamment les céréales (BIé dur). Les variétés choisies (Waha, Vitron et
Gta) font partie des spéculations végétales les plus cultivées en Algérie ces derniers temps grace a
leur caractéristiques, biologiques, agronomiques et technologiques.

A travers ce travail, nous avons pu recueillir un maximum de données intéressantes concernant
la physiologie de plantes de Triticum durum soumises a différentes concentrations en plomb et sur
certains mécanismes conduisant a sa phytotoxicité, pat 1’investigation du role joué par les especes
réactives de I’oxygéne (ERO) a travers 1’étude des enzymes du stress oxydant. Ceci, hous a permis
d’avoir une connaissance partielle sur 1’adaptation et la vulnérabilité de ces espéces étudiées par
rapport a la contrainte métallique.

En effet, les résultats obtenus a I’issue de ce travail, montre que:

- le plomb a exercé un effet négatif sur tous les parameétres germinatifs et que la concentration 0.3g/I
est une concentration inhibitrice de la croissance des jeunes plantules des variétés de blé dur. Par
contre, le traitement avec la concentration 0.15¢g/l a augmenté la valeur des autres parametres
morphologiques (faculté germinative, cinétique de germination, allongement des coléoptiles, le
nombre de racines etc....) et biochimiques (contenu en pigments, sucres, proline et protéines) dans
les trois variétés. Signalons par ailleurs, que la biomasse racinaire a été plus sensible au plomb, par
rapport a la biomasse aérienne, parce qu’elle constitue les premiers organes au sol en contact avec
le polluant, touchés par la contamination ;

- sur I’essai de la croissance les résultats obtenus indiquent que le plomb affecte la croissance et la
morphogéneése des plantes, en perturbant de tres nombreux mécanismes physiologiques, entrainant
la formation de plantes de taille réduite. Sans oublier ses effets néfastes sur la surface foliaire qui
réduit avec les fortes doses et par conséquent la diminution du poids spécifique des feuilles.
L’inhibition de la division et de 1’¢longation cellulaire sont les phénomenes les plus souvent
reportés pour expliquer ces effets du plomb.

Concernant les variables biochimiques de la plante, nous avons trouvé que, le plomb a perturbé
I’activité de syntheése des pigments photorécepteurs. :

-en effet, la concentration 0.3g/l a reduit le contenu en chlorophylle totale chez les trois variétés
pendant la phase de la germination et la croissance. En outre, le contenu en chlorophylle totale
(at+b) chez la variété Waha est diminué avec les faibles doses de nitrate de plomb. Tandis que,
chez les autres variétés (Vitron et Gta) le contenu augmente légerement durant la germination. Par

ailleurs, dans le phénomeéne de croissance, la réduction du contenu en chlorophylles est



proportionnelle a la concentration utilisée, c'est-a-dire plus la concentration augmente plus la
réduction est importante.

-pour les pigments caroténoides, les résultats obtenus ont mis en évidence un effet dépressif du
plomb sur la synthése et /ou la libération des caroténoides pour les trois variétés étudiées pendant la
phase de la germination et de la croissance.

-pour les autres variables biochimiques (contenu en sucres solubles, proline et protéines) on a
trouvé une élévation graduelle du contenu de toutes ces variables étudiées. Mis a part, la
concentration 0.35¢/l qui semble avoir une action inhibitrice de la synthese et la production des
sucres et des protéines chez les trois variétés pendant les deux phases (germination et croissance).
En revanche, cette augmentation semble jouer un réle important dans la détoxification et la
protection des constituants cellulaires contre le plomb. Par I’association de complexe chélateur
(Proline-Pb) ou rdéle osmoprotecteur des sucres, ou encore synthése de phytochélatines (protéines de
défense des organismes contre les agents stressants), role de chélation et transport de métaux dans
des lieux de stockage (vacuoles) ou neutralisation par des mécanismes chimiques.

Sur le volet, réponses anti oxydatives du systeme enzymatique, tous les résultats de cette étude
pendant la germination et la croissance ont montrée que le plomb a perturbé D’activité
enzymatique. Dans les variétes traitées par le plomb, I’activité de ces antioxydants dans un premier
temps, ont augmenté pour les faibles concentrations, et méme dans les fortes concentrations au
niveau des feuilles, mais dans les racines 1’activité de catalase a été réduite avec le traitement par
les concentrations 0.25 et 0.35 g/l. D’une maniére globale, I’activité enzymatique est légérement
stimulée par les faibles concentrations, s’ensuit par la suite, une réduction graduelle pour les
concentrations les plus élevées.

Les enzymes étudiées telles que: les peroxydases, les catalases et 1’ascorbate peroxydase, le
gaiacol peroxydase, générées lors du stress oxydatif causeé par la présence de I’ion métallique (Pb)
a ’intérieur des cellules, jouent un role essentiel dans 1’¢limination des radicaux libres qui sont
toxique pour le métabolisme cellulaire.

Ces données montrent que les trois variétés étudiées présentent une certaine défense vis a vis du
plomb par I’intervention des molécules osmorégulatrices et des enzymes antioxydants. Mais a forte
concentration de ce métal, les variétés présentent une sensibilité traduit par des modifications

physiologiques et enzymatiques durant la germination jusqu'a la croissance de ces genotypes.
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Résumé




Résumé

Le blé fait partie des trois grandes céréales avec le mais et le riz. La troisieme par
I’importance de la récolte mondiale et la plus consommée par ’homme. La pollution métallique un
des facteurs limitant le rendement de ce aliment.

Ce présent travail a pour but d’évaluer la variabilit¢ de résistance des grains de blé dur
Triticum durum Desf. Waha, Vitron et Gta soumises a un stress métallique par le nitrate de plomb
Pb(NO3), aux concentrations suivantes: 0, 0.15, 0.25 et 0.35¢/l. pour cela nous avons entamé 1’étude
des parametres, morphologiques, physiologiques biochimiques, et enzymatiques et pendant la phase
de germination et la croissance.

Les résultats obtenus montre que d’une maniére générale, les variétés attribués sont sensible
a ce métal en cas des hautes concentrations, traduit par un effet délétére au niveau des feuilles
(surface foliaire, poids spécifique et nombre des feuilles) et au niveau des racines, réduit le contenu
en pigments photorécepteurs et les molécules osmo-régulatrices.

L’activité enzymatique ainsi est perturbée et des signaux de stress oxydatif produit par la
phytotoxicité du plomb sont constatés. En effet, il est noté une légére augmentation de 1’activité
enzymatique du systéme antioxydant (activité de POD, APX, et CAT) aux faibles doses (0.15 et

0.25g/l) chez les trois variétés étudiées, suivie par la suite par une nette diminution.

Mots clés: plomb, blé dur, germination, croissance, stress oxydatif
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Abstract

Wheat is part of the three major cereals with maize and rice, the third by the importance of
the global harvest and the most consumed by humans. Metal pollution one of the factors limiting
the performance of the food.

This present study aims to evaluate the variability of resistance of hard wheat grains
Triticum durum Desf. Waha, Vitron et Gta from which it has been subjected to metal stress by
nétrat lead Pb(NOs), at the following concentrations: 0, 0.15, 0.25 et 0.35g/l. Why we started the
study of morphological parameters, physiological, biochemical and enzymatic , in two phases
germination and growth.

The results show that in general are sensitive varieties attributed to the metal when high
concentrations, resulting in a deleterious effect in the leaves (leaf area, specific weight, number of
leaves) and in the root, reduced pigment content and osmo-regulatory molecules.

The enzymatic activity is disrupted and signals produced by the stress auxidatif
phytotoxisité lead are found. indeed there is a slight increase of activity enzymatic antiauxidant
system (POD, APX and CAT activity) in low doses (0.15 and 0.25 g / 1) in three variéties studied,
followed later by a net decrease.

Key words: Lead, hard wheat, germination, growth, stress auxidatif.
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Annexe.1l

Tableau de variation du contenu en chlorophylle (a) durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 75,924 25,308 37,67 0,000
Variété 2 34,328 17,164 25,55 0,000
Interaction 6 35,482 5,914 8,80 0,000
Erreur 24 16,122 0,672

Total 35 161,856

Tableau de variation du contenu en chlorophylle (b) durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 22,172 7,391 61,38 0,000
Variété 2 6,623 3,312 27,50 0,000
Interaction 6 9,437 1,573 13,06 0,000
Erreur 24 2,890 0,120

Total 35 41,122

Tableau de variation du contenu en chlorophylle (a+b) durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 173,442 57,814 69,63 0,000
Variété 2 63,332 31,666 38,14 0,000
Interaction 6 55,453 9,242 11,13 0,000
Erreur 24 19,928 0,830

Total 35 312,155

Tableau de variation du contenu en Caroténoides durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 22,863 7,621 51,45 0,000
Variété 2 2,208 1,104 7,45 0,003
Interaction 6 5,418 0,903 6,10 0,001
Erreur 24 3,555 0,148
Total 35 34,045

Annexe.2

Tableau de variance de la faculté germinative



Analyse de variance pour Cl
DL

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variance de la masse aérienne durant la germination

Analyse de variance pour Cl
DL

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variance de la masse souterraine durant la germination

Analyse de variance pour Cl
DL

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

3
2
6

24
35

3
2
6

24
35

3
2
6

24

35

scC
32378, 8
851,1
1142,7
462,7
34835, 2

sC
0,0341
0,0145
0,0900
0,3792
0,5179

sC
0,093786
0,004172
0,003272
0,007067
0,108297

CM F P
10792, 9 559,86 0,000
425,5 22,07 0,000
190,5 9,88 0,000
19,3

CM F
0,0114 0,72
0,0073 0,46
0,0150 0,95
0,0158

CM F
0,031262 106,17
0,002086 7,08
0,000545 1,85
0,000294

0,550
0,637
0,479

0,000
0,004
0,131

Tableau de variation du contenu en sucres solubles durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 2919,037 973,012 2135,63 0,000
Variété 2 897,729 448,865 985,20 0,000
Interaction 6 3120,430 520,072 1141,49 0,000
Erreur 24 10,935 0,456
Total 35 6948,131

Annexe.3

Tableau de variation du contenu en protéines durant la germination

Analyse de variance pour Cl
Source DL SC CM F P
Concentr 3 0,0017659 0,0005886 114,31 0,000



Variété 2 0,0012053 0,0006027 117,03 0,000
Interaction 6 0,0007829 0,0001305 25,34 0,000
Erreur 24 0,0001236 0,0000051

Total 35 0,0038777

Tableau de variation du contenu en proline durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I’activité du POD durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I’activité du CAT durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I’activité du GHS durant la germination

Analyse de variance pour Cl
DL

Source
Concentr
variété

Interaction

Erreur
Total

DL

3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

3
2
6
24
35

sC
1967,01
1150, 06
1843,91
37,89
4998, 86

sC
184,070
62,809
28,398
9,623
284,900

SC
13,8602
0,0876
9,9129
2,3283
26,1891

SC
3,5571
0,2730
0,4594
1,1105
5,3999

CM
655,67
575,03
307,32

1,58

CM
61,357
31,405

4,733
0,401

cM
4,6201
0,0438
1,6522
0,0970

cM
1,1857
0,1365
0,0766
0,0463

415,36
364,28
194,68

153,02
78,32
11,80

47,62
0,45
17,03

Annexe.4

25,63
2,95
1,65

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,642
0,000

0,000
0,072
0,176



Tableau de variation de I’activité du GPX durant la germination

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 0,01671 0,00557 2,31 0,102
Variété 2 0,01215 0,00607 2,52 0,101
Interaction 6 0,00873 0,00145 0,60 0,725
Erreur 24 0,05783 0,00241
Total 35 0,09542

Annexe.5

Tableau de variation de nombre des feuilles durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 26,972 8,991 19,04 0,000
Variété 2 0,389 0,194 0,41 0,667
Interaction 6 2,944 0,491 1,04 0,425
Erreur 24 11,333 0,472

Total 35 41,639

Tableau de variation de poids spécifique des feuilles durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL sC CM F P
Concentr 3 0,268275 0,089425 303,71 0,000
Variété 2 0,000617 0,000308 1,05 0,366
Interaction 6 0,006117 0,001019 3,46 0,013
Erreur 24 0,007067 0,000294

Total 35 0,282075

Tableau de variation de surface foliaire durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 2212,91 737,64 300,49 0,000
Variété 2 3,09 1,55 0,63 0,541
Interaction 6 62,13 10,35 4,22 0,005
Erreur 24 58,92 2,45

Total 35 2337,05

Tableau de variation du contenu en chlorophylle (a) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 308,842 102,947 125,406 0,000
Variété 2 10,281 5,141 6,26 0,006

Interaction 6 27,531 4,588 5,59 0,001



Erreur
Total

Tableau de variation du contenu en chlorophylle (b) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation du contenu en chlorophylle (a+b) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation du contenu en caroténoides durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation du contenu en protéines durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

24
35

DL
3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

19,693
366,347

sC
296,53
33,55
26,91
40,12
397,11

scC
1043,56
20,46
69,77
81,12
1214, 91

sC
23,788
1,758
1,051
8,833
35,430

SC
492,557
616,149
180,514

8,518
1297,737

0,821

CM
98,84
16,77

4,48
1,67

CM
347,85
10,23
11,63
3,38

CM
7,929
0,879
0,175
0,368

CM
164,186
308,074

30,086
0,355

Annexe.6

59,13
10,03
2,68

102,91
3,03
3,44

21,54
2,39
0,48

462,58
867,97
84,76

Annexe.7

0,000
0,001
0,039

0,000
0,067
0,014

0,000
0,113
0,819

0,000
0,000
0,000



Tableau de variation du contenu en proline durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 989, 36 329,79 64,26 0,000
Variété 2 114,73 57,36 11,18 0,000
Interaction 6 1320,46 220,08 42,88 0,000
Erreur 24 123,16 5,13

Total 35 2547,71

Tableau de variation du contenu en sucres solubles durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 556,68 185,56 106,03 0,000
Variété 2 2084,04 1042,02 595,40 0,000
Interaction 6 2504,91 417,48 238,55 0,000
Erreur 24 42,00 1,75

Total 35 5187,63

Tableau de variation de I’activité du CAT (feuilles) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 9,180 3,060 3,37 0,035
Variété 2 2,864 1,432 1,58 0,228
Interaction 6 4,065 0,677 0,75 0,619
Erreur 24 21,819 0,909

Total 35 37,928

Tableau de variation de I'activité du CAT (racines) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 14,331 4,777 6,30 0,003
Variété 2 5,218 2,609 3,44 0,049
Interaction 6 4,170 0,695 0,92 0,501
Erreur 24 18,209 0,759
Total 35 41,929

Annexe.8

Tableau de variation de I'activité du POD (feuilles) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl



Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I’activité du POD (racines) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I'activité du APX (feuilles) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I'activité de ’APX (racines) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source
Concentr
Variété
Interaction
Erreur
Total

Tableau de variation de I'activité du GSH (feuilles) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl
DL

Source
Concentr
Variété

Interaction

Erreur
Total

DL

24
35

DL
3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

DL
3
2
6

24

35

3
2

6

24
35

scC
181,449
135,238
102,327

23,629
442,643

sc
36,894
34,889
38,395
22,569
132,747

sC
0,008395
0,002663
0,006508
0,012947
0,030513

sC
0,019341
0,008639
0,005422
0,003872
0,037274

sC
1,7542
0,1335
0,5778
0,9461
3,4114

CM
60,483
67,619
17,055

0,985

cM
12,298
17,444
6,399
0,940

CM
0,002798
0,001331
0,001085
0,000539

CM
0,006447
0,004319
0,000904
0,000161

CM
0,5847
0,0667
0,0963
0,0394

61,43
68, 68
17,32

13,08
18,55
6,81

5,19
2,47
2,01

39,96
26,77
5,60

Annexe.9

14,83
1,69
2,44

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,007
0,106
0,104

0,000
0,000
0,001

0,000
0,205
0,055



Tableau de variation de I'activité du GPX (feuilles) durant la croissance

Analyse de variance pour Cl

Source DL SC CM F P
Concentr 3 0,21837 0,07279 28,88 0,000
Variété 2 0,15679 0,07839 31,11 0,000
Interaction 6 0,13350 0,02225 8,83 0,000
Erreur 24 0,06048 0,00252

Total 35 0,56914



PUBSLISHING

Journal of Agricultural Science and Technology A 3 (2013) 436-442
Earlier title: Journal of Agricultural Science and Technology, ISSN 1939-1250

Effect of Lead Toxicity on Germination and Enzymatic

Activity of Durum Wheat Triticum durum Desf.

Immene Nedjahl, Mokhtar Boudelaal, Mounia Benkaddourl, Soraya Slimanil and Ali Ladjama2
1. Laboratory of Plant Biology and Environment, Badji Mokhtar University, Annaba 23000,
Algeria

2. Laboratory of Biochemistry and Applied Microbiology, Badji Mokhtar University, Annaba
23000, Algeria

Received: February 21, 2012 / Published: June 20, 2013.

Abstract: The aim of this work is to identify the effect of lead on germinal parameters and the
antioxidant enzyme activities (lipase,

peroxidase and catalase) in durum wheat Triticum durum Desf. cv (waha, vitron and gta) exposed to
the concentrations of 0, 0.15, 0.25

and 0.3 g/L of Pb (NO3)2 during germination process. The obtained results showed that lead
reduced the germination, root and aerial

biomass. The concentration of 0.3 g/L inhibited completely the germination of the three varieties. It
also slowed lipase activity, the

degradation of lipids of the seed’s reserves and disrupted the metabolism of peroxidase and
catalase. Concerning the behavior of the

three varieties studied, it appears that the Vitron is the best predisposed variety to stand against lead
stress by its strong antioxidant

defense system.

Key words: Germination, durum wheat, peroxidase, catalase, lipase.

1. Introductiond

Lead is one of most metals used by man, especially in agriculture and industry [1, 2], that justifies
its strong

presence in the environment. It is found in the soil [3-5],in the atmosphere [6, 7] as well as in water
[8,9]. Itisa

metal that almost presents anywhere and everywhere provoking fauna and flora toxicity.

It is considered among the most dangerous heavy metals for plants. The threshold for lead toxicity
to

plants varies from 3 mg/L to 20 mg/L depending on the species [10]. Thus, all plant physiological
mechanisms

are affected. Firstly, the phenomenon of germination is inhibited even at small levels, especially for
seeds that

have permeable envelopes such as pea Pisum sativum.By contrast, seeds isolated by hard seed coats
relatively

impermeable as the kernel Populaire amandula, only the high levels induce a slower germination or
full

inhibition of this phenomenon [11, 12]. Lead also slows root elongation and specifically,
Corresponding author: Mokhtar Boudelaa, Ph.D., research fields: plant biology, environmental
and agricultural science,

abiotic stress. E-mail: m.boudel@gmail.com. primary roots that are more sensitive than lateral roots
[13]. Also, it reduces the number of hairs, resulting from a metabolic disorder and causes cell
membrane

plasticity [14, 15]. At the cellular level, lead provokes oxidative stress which leads to excessive
formation of

reactive oxygen species and causes direct damage to biological molecules such as the oxidation of
DNA,
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proteins, lipids, carbohydrates and the inhibition of enzyme activity [16-20].
The objective of this study was to evaluate the variability of resistance of three varieties of durum
wheat Triticum durum Desf. grown in Algeria to Pb pollution, by examining its effects on germinal
parameters and enzymatic activities during the germination process.
2. Materials and Methods
2.1 Biological Material and Experimental Equipments
Three varieties of durum wheat, Triticum durums Desf.cv (Waha, Vitron and Gta) were the subject
of the
present work. They are chosen for their high use in the Algerian agriculture, and also thanks to their
degree of
resistance to adverse environmental conditions. The germination test was conducted in a completely
randomized experimental design, with three replications and four treatments: CO, C1, C2 and C3.
Seeds previously disinfected and washed were placed on blotting paper lining the Petri dishes.
Treatment
with concentrations previously prepared (0, 0.15, 0.25 and 0.3 g/L) were made from lead nitrate salt
Pb(NO3)2.
Seeds were soaked at a rate of 25 mL of solution every 48 h. The germination test which took place
in the
laboratory was characterized by favorable conditions (temperature of 23 °C, humidity of 30% and
photoperiod light/dark of 16/08 h). Germination was evaluated every 24 h and for an accurate and
complete
vision of the Pb ions (Pb2+) effect on the germination physiology. The study investigated the yield
of both
aerial and root biomass for the germinal parameters, on one hand, and the activity of lipase,
peroxidase and
catalase on the other hand.
2.2 Experimental Parameters
2.2.1 The Germination Capacity
Is the maximum percentage of sprouted grains on the total number of grains that were supposed to
germinate.
It is expressed as a percentage (%) using the following formula:

NG

NGG

FG= x100% (1)

NG: number of germinated seeds;

NGG: number of seeds put to germinate.

2.2.2 Lipase Activity

Lipase activity was performed by the method of Luskanov and lvanova [21], which is a titrimetric
method of extracting the enzyme from seeds treated with different concentrations of lead and make
it react

with a fatty acid (olive oil) for some time, before titration with NaOH (0.1 N) solution. For this
purpose,

1 g of crushed seeds was added to 10 mL buffer solution (Na2HPO4, C6H807) (pH = 8) in two
Erlenmeyer. In the first container, olive oil was added to the buffer solution of ether and alcohol at
90°C. In

the presence of phenolphthalein, the control test was titrated immediately. In the second container,
the

buffer solution was added to olive oil and left for a reaction time of 30 min, and then the whole was
titrated

in the same way. The lipase activity was determined by the following equation:
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Al: lipase activity in (ng/g) of product;

A: volume of NaOH (0.1 N) needed to titrate the

experimental test (mL);

B: volume of NaOH (0.1 N) needed to titrate the

blank test (mL);

C: Produces what is isolated lipase (g).

2.2.3 Peroxidase Activity

The peroxidase activity was determined using the specrophotometric method [22]. The principle is
the

use of hydrogen peroxide to form a colored product in the presence of guaiacol. After a reaction
time, the

enzyme activity is determined by reading the absorbance at 470 nm over a period of 300 s. The
activity is calculated using the following formula:

4 Ad VRxVDxVE

POY = At 3)
ex PE, x PE| x MF

VR: reaction mixture;
VD: volume of dilution;
€ : extinction coefficient of guaiacol,

E: thickness of the tube;

PE2: volume of the diluted extract;

PE1: volume of the crude extract used in the dilution;

MF: fresh mass of material (g).
2.2.4 Catalase Activity
The catalase activity was determined by titration using potassium permanganate (KMnO4) which
neutralizes hydrogen peroxide (H202) generated by the chemical reaction [23]. The activity of
catalase is
expressed in uKat/g of fresh material (FM) using the following formula:

nVt-1"VE
7 nt-VvE

r
n: number of moles of H202 oxidized by 1 mL of KMnO4;
Vt: average volume of potassium permanganate for the determination of the witnesses (mL);
V: average volume of potassium permanganate for the determination of enzyme extracts (mL);
VE: volume of the crude enzyme extract;
PE: volume of enzyme extract which is introduced into the reaction measured;
t: reaction time (300 s);
FM: fresh mass of material in grams: 0.5 g.
2.3 Statistical Analysis
All results of this study are processed by the student
t-test at the threshold a = 0.05, « = 0.01 and o = 0.001 [24].
3. Results and Discussion
3.1 Germinal Parameters
The obtained results (Fig. 1) show that seeds of the test were viable. Indeed, the control groups of
three
varieties have good germination capacity. However, lead was found to have significant inhibitory
effects on
germination capacity of all treated seeds (Table 1). In general, the effect of lead was inversely
proportional to
its concentration in solutions. Thus, the higher concentration provoked the lower germination rate.

Al

PE x MF 4)



Note also that the concentration of 0.3 g/L caused the blockage of germination process in the three
varieties

studied.

For biomass and belowground (Table 2), the results of the effect of lead were similar to those of
germinal

parameters. The content of 0.3 g/L resulted in a significant reduction in weight of the leaves of the
Waha variety. The same concentration caused a complete cessation of root growth in the three
varieties.

3.2 Lipase Activity

The activity of lipase was slightly stimulated by low

Table 1 Statistical results of the studied parameters.

Variables Comparison | P
Between varieties 61.85 ok
Germination .
L Between doses 1.596.33 ***
capacity o \
Between (varieties = doses) 24.90 koo
Weiclit of i Between varieties 94.88 ok
eight of the
= tBem-'een doses 151.25 &%
leaves o i
Between (varieties % doses) 7.92 ok
Between varieties 78.14 ook
Root weight Between doses 647.38  FEE
Between (varieties = doses) 9.952 **
Between varieties 2.83 NS
Lipase activity Between doses 84.47 ok
Between (varieties % doses) 9.44 ok
| Between varieties 13.36 ook
Catalase 3
o Between doses 226.16  *¥*
activity o \ '
Between (varieties » doses) 92.67 koo

***p < (0.001: very highly significant; **P < 0.01: highly
significant; *P < 0.05: significant; NS: non significant.



Table 2 Effect of lead nitrate on the weight of dry matter
leaves (DML) and dry matter roots (DMR) (mean value =

SD, n =3).
Variety Conc. of lead (g/L) DML DMR
Co 0.19+0.007 0.13+0.02
Cy 0.17 =0.01 0.05 £0.02
Waha
.3 0.14+0.01 0.02+0.01
C; 0.07+0.02 -
Co 025+0.05 0.14+0.007
. ¢y 0.21 £0.007 0.07+£0.01
Vitron
C; 0.18+0.008 0.05+0.01
C; 0.15+0.01 -
Co 02+0.007 0.1+0.03
¢ 0.16 £0.01 0.02 £0.006
Gta
C; 0.14+0.007 -
C; 0.12+0.01 -

lead concentrations, accompanied with a gradual reduction when treated with the highest

concentration

(Fig. 2). Statistical analysis by t-test showed that this parameter was a very highly significant for the

variety

Waha and Gta, and highly significant for the Vitron variety.
3.3 Peroxidase Activity

The results of Fig.3 showed that the peroxidase
activity presented highly significant differences
between the three varieties studied (P < 0.001) (Table 1).
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Fig. 1 Effect of lead nitrate on the germination (1: CO, 2: C1, 3: C2, 4: C3).
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Fig. 2 The influence of lead nitrate on the lipase activity of the studied varieties.
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Fig. 3 Effect of lead nitrate on the peroxidase activity in pKat/g of FM.
Seed treatment by the lowest dose of lead (0.15 g/L) caused a slight increase in peroxidase activity.
By contrast, high concentrations (0.25 g/L and 0.3 g/L) induced a decrease in enzyme activity with
values
of 6.8 uKat/g of fresh matter (FM) for the waha variety, 5.03 uKat/g, 4.0 uKat/g of FM for the
vitron variety
and 4.5 pKat/g of FM and zero activity for the Gta variety.
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Fig. 4 Effect of lead nitrate on the catalase activity of the studied varieties.
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3.4 Catalase Activity

The effect of lead on catalase showed very highly significant differences for the three varieties
(Table 1).

The Fig. 4 showed that high concentrations of Pb(NO3)2 inhibited the catalase activity of the
variety

Waha and Gta (0.0 puKat/g of FM, respectively for the dose of 0.3 g/L). However, the high dose has
stimulated the activity of catalase in the Vitron variety.

Germination or late embryogenesis is the first phase of plant development [25], in which the seed
gets back

to work after a period of dormancy [26, 27]. During germination, the embryo increases in size
through the

use of energy from the oxidation of reserves under the influence of various hydrolases, and
gradually emerges

the envelopes that surround it and the output of the coleoptile and rootlets. In this phase, the seed
needs

favorable external and internal conditions for normal development.

The obtained results of this work demonstrate that lead has had a negative effect on all germ
parameters.

Previous studies [28], had the same findings. Indeed, it was found that lead induced seed
germination

inhibition of corn, beans [11] and the bean [29]. The roots were more sensitive to heavy metals,
because

they are the first organs affected by contamination, followed by the leaves [30]. For the realization
of this

important phase in the life of plants (germination), seeds need the energy from the degradation of its
reserves under the action of hydrolases, as in the case of lipase (enzyme degrading triglycerides into
fatty

acids and supplying ATP) [31, 32]. These triglycerides are stocked in intracellular structures called
oleosomes

[33, 34]. Seed treatment with high concentrations of lead, reduces and inhibits the activity of these
enzymes.

This inhibition is the result of oxidative stress caused by the penetration of lead ions (Pb2+) [35].
Such stress

comes from the imbalance between reactive oxygen species and antioxidants [18, 36, 37].
Peroxidases and

catalases are two classes of enzymes that facilitate the formation and elimination of hydrogen
peroxide which

is toxic to cell metabolism (2H202 — 2H20 + 02).

In the seeds treated with low lead concentrations, the activity of these antioxidants at first appeared
to

increase [38, 39]. In contrary, the effect of lead high doses has resulted in a reduction or even
inhibition of

the enzymatic activities of Waha and Gta varieties.

4. Conclusions

In conclusion, the treatment of grain by lead reduced significantly germinal parameters and
disrupted the

enzyme activities of cell metabolism. Indeed, lead ions have slowed the lipase activity, especially
with the high

concentration. In terms of antioxidant response, it was noted that the Vitron variety was less
sensitive to lead

and seems to respond to stress better than the other two varieties of Waha and Gta.
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