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Résumé

Ce travail s’inscrit dans la perspective de tester si 1’espéce halo-xérophyte Atriplex
nummularia L. qui est un arbuste vivace de métabolisme de type C4 présente, en plus
de sa résistance aux stress hydrique et salin, une résistance aux stress métalliques. Des
plantes d’Atriplex nummularia ont été exposées a un mélange de cadmium (20 pM) et
une gamme de concentrations croissantes de NaCl [0 ; 34,2 mM (2 g/l) et 102,6 mM (6
g/l)]. Aprés avoir analysé certains paramétres physiologiques tels que la quantité de
matiére seche et la quantité de chlorophylles totales, nous nous sommes intéressés au
devenir du métal dans la plante. Nous avons déterminé la quantité de cadmium
accumulé dans les différents organes de la plante ainsi que la quantité excrétée par les
feuilles. Les résultats obtenus montrent que la plante d’Atriplex nummularia tolérante
au sel peut également accumuler du cadmium. Alors que la teneur en cadmium des
racines ne varie pas, quelle que soit la quantité de NaCl présente dans le milieu, celle
des feuilles augmente avec I’ajout de sel et ceci de maniére proportionnelle a la
quantit¢ de NaCl dans le milieu. L’excrétion du cadmium par les glandes excrétrices,
présentes au niveau des feuilles, a été observee et quantifiée. Cette caractérisation des
propriétés tout a fait originales d’Atriplex nummularia vis-a-vis du cadmium nous
permet de considérer cette plante xéro-halophyte comme un nouveau candidat
potentiel pour son utilisation dans des stratégies de phytoremédiation des sols
contaminés par les métaux lourds et plus spécifiquement en « phytoextraction ».

Mots-clés: Atriplex nummularia, cadmium, salinité, accumulation, phytoextraction.



Abstract

This work is in the perspective to test if the species halo-xérophyte Atriplex
nummularia L. which is a perennial shrub type C4 metabolism present in addition to
its resilience to water and salt stress, resistance to metal stress. Atriplex nummularia
plants were exposed to a mixture of cadmium (20 uM) and a range of increasing
concentrations of NaCl [0; 34.2 mm (2 g/ I) and 102.6 mm (6 g / I)]. After the analysis
of physiological parameters such as dry matter and the amount of total chlorophyllis,
we are interested the become the metal in the plant. We have determined the amount of
cadmium accumulated in the different organs of the plant and the amount excreted by
the leaves. The results obtained show that the plant Atriplex nummularia salt tolerant
can also accumulate cadmium. whereas the root cadmium content does not vary
whatever the amount of NaCl present in the medium, that of the leaves increases with
the addition of salt and manner proportional to the amount of NaCl in the medium.
The excretion of cadmium by excretrices glands present at leafs level was observed
and quantified. This characterization of the properties altogether original Atriplex
nummularia vis-a-vis cadmium allows us to consider this xero-halophyte plant as a
potential new candidate for use in phytoremediation strategies of soil contaminated by
heavy metals and more specifically "phytoextraction™.

Keywords: Atriplex nummularia, cadmium, salinity, accumulation, phytoextraction.
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Chapitre I : Introduction Générale

Concilier le développement des activités humaines et le respect de
I’environnement est un enjeu majeur. La prise en compte tardive des conséquences
engendrées par certaines activités humaines a conduit a I’accumulation de substances
toxiques, perturbant les équilibres fragiles de nombreux écosystémes. Depuis le début
de la révolution industrielle, la pollution de I'environnement, y compris le sol, est
accélérée de facon spectaculaire (Yanai et al., 2006). Parmi les substances qui
contribuent a la pollution anthropique de la biosphere, les éléments traces métalliques
sont parmi les plus toxiques, quatre d’entre eux figurent parmi les dix premiers
polluants de la ‘Priority List of Hazardous Substances’ établie par The Comprehensive
Environmental Response, Compensation, and Liability Act (CERCLA,
http://www.atsdr.cdc.gov/SPL/index.html). Le cadmium (Cd), septiéme de cette liste,

est un métal lourd relativement rare dans 1’écosystéme (McBride, 1995) et

particuliérement toxique pour I’homme (Moulis et al., 2014).

De nombreuses ¢tudes ont montré que la présence d’éléments traces métalliques
et plus particulierement le Cd dans le milieu de culture peut se traduire, au-dela d’une
certaine limite, par I’apparition de symptomes d’intoxication, accompagnés d’une
inhibition de la croissance pondérale des plantes, d’une réduction de I’activité
photosynthétique et d’une diminution de 1’absorption des nutriments (Zhou et Qiu,
2005 ; Clemens, 2006 ; Verbruggen et al.,, 2009 et DalCorso et al., 2013).
L’utilisation d’approches ‘omiques’ a permis également de mettre en évidence ou de
confirmer les mécanismes cellulaires et moléculaires perturbés ou exacerbés par les
éléments traces métalliques et plus particulierement le Cd (Herbette et al., 2006 ; Le
Lay et al., 2006 ; Sarry et al., 2006 ; Villiers et al., 2011 ; Doustaly et al., 2014 et
Ovecka et Takac, 2014).

Les métaux lourds sont des éléments non biodégradables et doivent par
consequent étre extraits des sites pollués si I’on souhaite les éliminer. Ainsi, la
phytoremédiation, technique récente peu onéreuse de dépollution, utilise les plantes
pour la décontamination des sols pollués (Salt, 1998 ; Pilon-Smits, 2005 et

Vangrosveld et al., 2009). La phytoextraction consiste, plus particulierement, a


http://www.atsdr.cdc.gov/SPL/index.html
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extraire les composés métalliques biodisponibles présents dans les sols pour les
stocker dans les parties aériennes de la plante. Certaines plantes, dites métallophytes,
sont particulierement intéressantes car elles sont capables de se développer
normalement sur des sites fortement contaminés par divers métaux. Certains de ces
végeétaux, qualifiés d’hyperaccumulateurs, sont capables de stocker en trés grandes
quantités les métaux dans leurs parties aériennes (Bani et al., 2007 ; Montarges-
Pelletier al., 2008 et Kraemer, 2010). Les teneurs peuvent étre supérieures a 100
Hg.g™" de matiére séche pour le Cd, supérieures a 1000 pour I’arsenic, cobalt, cuivre,
plomb, nickel, sélénium et supérieures a 10000 pour le manganése et le zinc
(Kraemer, 2010).

D’autres espéces végétales ont ¢galement été testées pour leur capacité
d'accumuler des métaux. C’est le cas des plantes de grandes cultures telles que le
tournesol (Helianthus annuus), le mais (Zea mays), la tomate (Lycopersicon
esculentum), la pomme de terre (Solanum tuberosum) et le colza (Brassica napus)
(Baghour et al., 2001; Rossi et al., 2002; Zoghlami et al., 2006 ; Vamerali et al.,
2010 et Sbhartai et al., 2012). Ces plantes ne sont pas capables d’accumuler les métaux
autant que les plantes hyperaccumulatrices mais, compte-tenu de leur importante
biomasse, certaines sont également utilisées dans des stratégies de phytoremédiation
(Vamerali et al., 2010). Des études récentes suggerent que les plantes halophytes
peuvent étre utiles également dans cette stratégie de décontamination des sols pollués
salés ou non (Lutts et al., 2004 ; Kadukova et al., 2007 ; Kadukova et al., 2008 ;
Manousaki et al., 2008; Manousaki et al., 2011). Des travaux préliminaires réalisés
dans diverses régions de la Tunisie ont prouvé que les dépressions salines colonisées
par des espéces halophytes, constituent souvent des sites d’accumulation des effluents
industriels riches en Cd, nickel et plomb (Nouari et al., 2002 ; Ghnaya et al., 2005 et
Manousaki et al., 2011).

10
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1. Les métaux lourds
1.1. Définition

Le terme de métaux lourds est arbitraire et imprécis. Il est utilisé pour des
raisons de simplicité et il recouvre des éléments ayant des propriétés métalliques
(ductilité, conductivité, densité, stabilité¢ des cations, spécificité de ligand...) et un
numéro atomique >20 (Raskin et al., 1994). Les métaux lourds sont définis comme
étant des éléments chimiques toxiques ayant une densité supérieure a 5 g/cm3
(Elmsley, 2001). Sous cette appellation figurent des éléments qui, pour certains, sont
effectivement des métaux tels que Ni, Cu, Zn, Pb, Cd, Hg, Al... mais aussi des
métalloides tels que As et Se. Ceux-ci sont présents le plus souvent dans
I'environnement sous forme de traces. Les plus toxiques d'entre eux sont le cadmium,
I’arsenic, le plomb et le mercure. Ces éléments sont présents naturellement dans la
crolte terrestre et dans tout organisme vivant, a des concentrations variables suivant
les milieux et les organismes. Selon les textes législatifs, la pollution par les métaux
toxiques (METOX) regroupe sept métaux et un métalloide (chrome, zinc, cuivre,

nickel, plomb, arsenic, cadmium et mercure) (Koller, 2004).

1.2. Origine des métaux lourds

La distribution dans 1’environnement procéde de deux origines : 1’une, naturelle
est le résultat de processus géogéniques comme 1’érosion, les précipitations
géochimiques de roches et de 1’eau de source, 1’activité volcanique et bactérienne
(Baize et Sterckeman, 2001); et I’autre, reléve des activités anthropogéniques tel que

les activités industrielles, les fertilisants et les pesticides, etc.

1.3. Les métaux lourds : oligoéléments ou éléments toxiques

Chez les végétaux, si les métaux sont souvent indispensables au déroulement
des processus biologiques (oligo-éléments), nombre d’entre eux peuvent s’avérer
contaminants pour diverses formes de vie, lorsque leur concentration dépasse un seuil,
lui-méme fonction de I’état physico-chimique (spéciation) de 1’élément considéré.

C’est le cas du fer (Fe), du cuivre (Cu), du zinc (Zn), du nickel (Ni), du cobalt (Co), du
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vanadium (V), du sélénium (Se), du molybdéne (Mo), du manganése (Mn), du chrome
(Cr), de I’arsenic (As) et du titane (Ti) (Miquel, 2001). Certains de ces métaux sont
aussi impliqués dans les processus moléculaires tels que le contrdle de 1’expression des
genes, la biosynthese des protéines, des acides nucléiques, des substances de
croissance, de la chlorophylle et des métabolites secondaires, le métabolisme lipidique
ou la tolérance au stress (Rengel, 1999). D’autres ne sont pas nécessaires a la vie et
peuvent étre méme préjudiciables comme le mercure (Hg), le plomb (Pb), le cadmium
(Cd) et I’antimoine (Sb) (Chiffoleau et al., 2001 ; Kabata-Pendias et Pendias, 2001).
Tous les métaux lourds peuvent, a partir d’une concentration seuil, induire une toxicité
chez les plantes. L exposition excessive aux métaux lourds peut conduire a des effets
tres nefastes sur la santé humaine. Or les produits végétaux sont a la base de la chaine
alimentaire donc ils contribuent a I’imprégnation de I’homme par ces métaux lourds,
d’ou Dl’intérét d’étudier et de contrdler I’accumulation des métaux lourds dans les

végétaux.
1.4. Toxicité et tolérance des plantes aux métaux lourds

Certains éléments métalliques sont essentiels aux organismes vivants a de
faibles concentrations. Mais, ils agissent a de fortes concentrations comme un facteur
de stress qui entraine une modification de la réaction physiologique. Le terme «
sensibilité » décrit les effets du stress, qui peuvent aller jusqu’a la mort de la plante.
Par opposition, le terme «résistance » fait référence a la réaction de la plante qui lui
permet de survivre face au stress métallique et d’assurer sa descendance (Levitt,
1980).

1.4.1. Toxicite

Les symptdmes de toxicité associés aux métaux lourds sont peu différents de
ceux produits par différents types de stress. Ils peuvent étre classés en deux catégories:
les symptomes visibles et les symptdmes uniquement mesurables ; leur importance
étant fonction de la mobilité du métal a I’interface sol-plante et a I'intérieur de la
plante, mobilité qui détermine la concentration endogene du métal. L’effet le plus
habituel et le moins specifique des métaux lourds consiste en une réduction de la

croissance des différentes parties de la plante. Selon I’importance du stress, les feuilles
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peuvent présenter une chlorose due a la fois a une perte de chlorophylle, a une relative
augmentation des caroténoides et a une déficience en fer (Romanowska, 2002). Dans
les cas les plus séveres, une apparition de tdches nécrotiques est observée (Fodor,
2002). Les métaux induisent également un abaissement de la photosynthese qui résulte
soit d’un effet direct sur le transport des €lectrons et les enzymes du cycle de Calvin
(en particulier de la Rubisco) soit d’un effet indirect, en raison d’une diminution de la
teneur en chlorophylle (Stobart et al.,, 1985 ; Van Assche et Clijsters, 1986 ;
Chatterjee et Chatterjee, 2000 ; Mysliwa-Kurdziel et Strzalka, 2002).

1.4.2. Tolérance

Un nombre restreint de plantes se révelent capables de se développer sur des
sols fortement contaminés par les métaux lourds. C’est en 1885 que le botaniste
allemand Baumann observa que certaines especes accumulaient ainsi dans leurs
feuilles des quantités extraordinairement élevées de zinc. Ces espéces rencontrées sur
des sols naturellement riches en éléments métalliques ont été utilisées comme
indicateurs lors de prospections miniéres. Certains de ces végétaux, qualifiés
d’hyperaccumulateurs, sont capables de stocker en trés grandes quantités les métaux
dans leurs parties aériennes (Bani et al., 2007 ; Montarges-Pelletier al., 2008 et
Kraemer, 2010). L’étude de ces plantes résistantes, par leurs capacités de
détoxication, d’immobilisation ou d’absorption des métaux lourds, pourrait donc
constituer un outil intéressant, non seulement pour estimer les risques de transfert
potentiel des métaux lourds au sein de 1’écosystéme (Martin et al., 1996), mais aussi
comme outil de réhabilitation des sols (Sbartai et al., 2012). Ces plantes utilisent alors
des mécanismes spécifiques de défense pour éliminer les métaux ou pour les rendre
moins ou non disponibles afin de réduire leurs toxicités. Deux stratégies sont ainsi
observées : I’exclusion qui consiste a éviter 1’absorption des métaux, présents a
concentrations ¢élevées dans le sol et, ’accumulation voire 1’hyperaccumulation, qui se
traduit au contraire par une absorption importante des métaux, qui se réalise également
avec de faibles concentrations en métal dans le sol. En outre, quelques plantes tolerent
les métaux en ayant une faible vitesse de translocation vers les parties aériennes,

effectuant ainsi une protection de leur photosynthése (Aoun, 2009).
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La tolérance aux métaux peut étre assurée par plusieurs mécanismes différents,
a savoir par une chélation ou précipitation avec des ligands a haute affinité, localisés
sur la paroi cellulaire ou a I’intérieur du cytoplasme (formation de complexes avec des
peptides, des acides organigques ou des ions inorganiques), par séquestration du métal
dans la vacuole des cellules foliaires ou des trichomes, ou par exclusion ou excrétion
active du métal (Lindberg et Greger, 2002). Il en résulte alors que le métal ne peut

interférer avec les réactions métaboliques sensibles de la plante.

2. Le cadmium
2.1. L’élément cadmium

Le cadmium, découvert en 1817 par le chimiste allemand Stohmeyer est un
métal malléable d’aspect blanc bleuatre, qui présente une grande résistance a
I’oxydation et une bonne conductibilité électrique (Juste et al., 1995). Le cadmium
élémentaire a un numéro atomique de 48 et une masse atomique de 112,4 g/mol. Le
cadmium se trouve souvent associé dans les roches aux eléments du méme groupe,
comme le zinc et le mercure. La valence Cd?* est la valence la plus souvent rencontrée
dans I'environnement et est vraisemblablement la seule valence du cadmium dans les
systémes aqueux (McLaughlin et Singh, 1999). Aucune fonction biologique n’est
connue pour le cadmium (Pokorny et al.,, 2004). En revanche, ses propriétés
physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du calcium, lui permettent de

traverser les barrieres biologiques et de s'accumuler dans les tissus.

2.2. Origines du cadmium dans le sol
2.2.1. Origine naturelle

Naturellement, le cadmium n'est pas tres abondant dans la cro(te terrestre. Dans
les sols non pollués, le contenu en cadmium est généralement entre 0,1 et 2 ppm et la
plupart du temps il est inférieur a 1 ppm (Kabata-Pendias et al., 2001). Les roches
d’origine sédimentaire contenant davantage de cadmium (0,3 a 11 mg/Kg) que les
roches meétamorphiques (0,1 a 1 mg/Kg) ou éruptives (0,1 a 0,3 mg/Kg). Les

gisements sédimentaires jouent un role déterminant dans I’accumulation du cadmium,
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avec dans certains sites, des teneurs pouvant atteindre 300 mg/Kg, par exemple dans
les minerais phosphatés du Nord Ouest des USA (Juste et al., 1995).

2.2.2. Origines anthropogéniques
Les pratigues humaines (agricoles ou industrielles) conduisent aussi a

I’enrichissement des sols en cadmium.

2.2.2.1. Rejets d’origine industrielle

Le rejet des déchets industriels contribue aussi a la pollution des sols et des
eaux par le cadmium. Les retombées atmosphériques provenant de 1 activité
industrielle et du trafic urbain contribuent a la pollution des sols et des eaux de surface
et souterraines. Ces retombées représentent une source principale de contamination par
le cadmium dans les zones urbaines (He et al., 2005). Il s'agit essentiellement du
cadmium renfermé dans des déchets industriels variés stockés sur des anciennes
friches industrielles ainsi que le cadmium contenu dans les produits en fin de vie
comme les batteries et les piles a Cd/Ni ou de celui existant dans des effluents liquides

Issus des usines.

2.2.2.2. Les pratiques agricoles
L’utilisation massive de fertilisants (a cause des impuretés qu’ils renferment) et

de pesticides sont responsables de la contamination de notre écosystéme.

m Les pesticides et les fongicides
Les produits chimiques utilisés en agriculture, tel que les fongicides, les
insecticides, les herbicides peuvent contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu, Cd,
Zn et Pb et peuvent donc contribuer & la contamination des terres agricoles (He et al.,
2005). Néanmoins, durant ces derniéres années, conscients du risque avéré de ces
produits chimiques, plusieurs gouvernements ont émis des réglementations limitant la

présence de métaux lourds dans ces produits.
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m L'irrigation
Les eaux usées, domestiques et industrielles, contiennent souvent du cadmium a
des concentrations plus élevées que les eaux normales. L’utilisation répétée d’eaux
usées en agriculture peut donc contribuer a ’accumulation de ce métal dans les sols
(He et al., 2005).

m Les matiéres fertilisantes

L’enrichissement des sols en engrais minéraux contaminés par du cadmium,
essentiellement les phosphates, constitue une autre source de pollution des sols
agricoles. En effet, I’apport d’engrais phosphatés, contribue a I’enrichissement des sols
en cadmium dont les teneurs varient selon 1’origine géographique des phosphates
(Robert et Juste, 1998). Certains engrais phosphatés contiennent plus de 50 mg de Cd
/ Kg sol sec (Mortvedt et Beaton, 1995). C’est ¢galement le cas du Co, Cr, Mn, Ni et
Zn présents sous forme d’impuretés dans les engrais (Bourrelier et Berthelin, 1998).
Cependant, les boues d’épuration et les composts des déchets urbains et industriels
renferment du cadmium a des niveaux parfois élevés. L’utilisation de ces engrais
insuffisamment purs en agriculture est une des causes de la pollution des sols par le
cadmium (McBride, 2004).

2.3. Latoxicité du cadmium et ses risques sur la santé humaine

Le cadmium est un métal lourd relativement rare dans 1’écosphére (McBride,
1995). Il fait partie des polluants les plus toxiques et les plus mobiles dans le systeme
sol-plante. Par conséquent, son assimilation et son accumulation dans les tissus des
veégétaux peuvent constituer des vecteurs de contamination en cas de consommation
animale ou humaine (Grant et al, 1995). Les premiéres observations portant sur la
toxicit¢ du cadmium chez ’homme furent faites au Japon vers les années 1950. Le
cadmium, provenant d’une mine de montagne avait produit une pollution de la riviére
Jinzu dont I’eau était utilisée pour I’irrigation des rizieres. L’ingestion orale de ce riz
par les habitants aboutissait a une forte accumulation du cadmium dans le corps

humain et a une maladie appelée au Japon Itai-Itai (qui signifie «j’ai mal, j’ai mal »,
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phrase souvent répétée par les malades) (Juste et al., 1995 ; Kobayashi et al., 2002 et
Uetani et al., 2006).

Le cadmium présente des risques chez le consommateur. Méme a de faibles
concentrations, il tend a s’accumuler dans le cortex rénal sur de trés longues périodes
(50 ans) ou il entraine une perte anormale de protéines par les urines (protéinurie) et
provoque des dysfonctionnements urinaires chez les personnes agées. En fait, le rein
semble étre I'organe le plus touché par les méfaits du cadmium (Barbier et al., 2005).
Le cadmium atteint le rein sous la forme de complexe cadmium-métallothionéines.
Cependant, il existe plusieurs preuves de la cancérogénicité du cadmium, notamment

en ce qui concerne le cancer rénal chez I'Homme (Il'yasova, 2005).

Les mécanismes moléculaires de la carcinogenése induite par le cadmium ne
sont pas encore compris. On peut cependant citer que la régulation de la signalisation
mitogéne est altérée par le cadmium, ainsi que les mécanismes de réparation et
d'acquisition d'une résistance apoptotique (Goyer et al., 2004). Une augmentation des
cas de certains cancers, en particulier des poumons, est observée chez les populations
exposees au cadmium (Waalkes, 2000). La transformation cellulaire induite par le
cadmium et la tumorogenése sont associées a une activation d’oncogenes et a la

production de ROS (Joseph et al., 2001 et Filipic et Hei, 2004).

Le cadmium semble interférer avec la voie stéroidogénique ovarienne. De faibles
concentrations de cadmium stimuleraient la biosynthése ovarienne de progestérone
alors que des concentrations élevées la blogueraient (Henson et Chedrese, 2004). Le
cadmium pourrait également exercer un puissant effet "cestrogénique" in vivo et avoir
des effets décelables en provoquant un développement mammaire et utérin a des
concentrations comparables a celles mesurées dans I'environnement (Johnson et al.,
2003).
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2.4. Les vegétaux : principale voie d’entrée du cadmium dans la chaine

alimentaire

Les végétaux sont la principale voie d’entrée dans la chaine alimentaire. La
pollution, a la fois de I’air et des sols, expose les végétaux a des concentrations
croissantes de cadmium. En effet, entre 1 et 5% des produits cultivés de certaines
especes végétales dépassent la concentration maximale réglementaire en cadmium
(Mensch et Baize, 2004). Cependant, la sensibilité a 1’égard du cadmium varie suivant
les especes et méme les cultivars d’une méme espéce (Inouhe et al., 1994 ; Fodor,
2002 ; Kuldeep et Brar, 2002 et Lindberg et Greger, 2002). Bien qu’un nombre
restreint de plantes tolerent et/ou accumulent de fortes teneurs de ce métal, toutes les
plantes manifestent des symptdmes de toxicité qui apparaissent également chez les
plantes tolérantes pour de plus fortes concentrations en métal. En raison de sa grande
mobilité sol-plante, le cadmium peut étre accumulé dans les tissus végétaux ; donc,
son transfert a la chaine alimentaire impose une menace grave et est devenue une

préoccupation publique majeure (Lima et al., 2006 ; Mishra et al., 2006).

2.5. Les principaux parametres physico-chimiques influencant la biodisponibilité

du cadmium dans le sol

La biodisponibilit¢ d’un métal signifie son accessibilit¢ pour les organismes
vivants. Plusieurs parametres physico-chimiques peuvent jouer un réle important dans
la biodisponibilité du Cd dans la solution du sol et donc dans sa biodisponibilité pour

les organismes vivants (figure 1).

2.5.1. Formes du cadmium dans le sol

En I’absence de ligands organiques, les principales formes du cadmium
présentes dans la solution du sol sont Cd**, CdSO,’, CdCO;, CdCI* et CAHCO;"
(Sposito, 1989). Dans les sols calcaires, la faible solubilité du carbonate de cadmium
(CdCO;) limite fortement la concentration de I’ion libre (Cd®*) en solution du sol.

Dans ce cas, les carbonates (CaCO;, (Cay, Mg,) COs...) constituent également une
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phase d’absorption dominante qui contrdle la distribution de 1’élément cadmium et sa

biodisponibilité dans le milieu (McBride, 1980).

Grande mobilité

Adsorbeés

Mobilité moyenne
Incorporés dans les
étres vivants
¢ Faune
e Microflore

* Argiles
e Oxydes de Fe et Mn

¢ Carbonates de Ca

SOLUBLES

Trés faible mobilité
Inclus dans les minéraux

Mobilité moyenne
Complexés
* Matiére organique

X

Faible mobilité
Preécipités
Phosphates
Sulfures
Hydroxydes

Sels organiques
Carbonates

e Silicates
¢ Roches méres

Figure 1: Mobilité des métaux dans le sol (Juste et al. 1995).

25.2. LepH

Le pH est un des facteurs determinants de la mobilité des métaux. La
diminution du pH favorise la mobilité de la plupart des métaux par la mise en solution
des sels métalliques ou la destruction de la phase de rétention. En effet, le pH du sol
est I'un des parametres majeurs influencant la biodisponibilité du cadmium et donc son
transfert vers les plantes (Kirkham, 2006). Ceci pourrait étre expliqué par le fait qu’a
faible pH, les protons H'qui sont en concentration élevée dans la solution du sol vont
se fixer sur les colloides a la place des ions métalliques ce qui augmente la

concentration des ions Cd** libres accessibles pour ’absorption racinaire.

2.5.3. La matiére organique
Les composés organiques du sol ont en général une grande affinité pour les
métaux du fait de la présence des groupements carboxyliques, phénoliques,

alcooliques ou de ligands (Alloway, 1995). Sauvé et al. (2003) ont montré que la
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rétention du Cd par le sol était 30 fois plus élevée dans un sol riche en matiére
organique que dans un sol minéral. Il est ainsi admis qu’un sol riche en colloides

organiques diminue la biodisponibilité du cadmium.

2.5.4. Effet des compétitions ou des synergies entre éléments chimiques

La biodisponibilit¢ du cadmium est conditionnée par son environnement
chimique. En fait, une augmentation de calcium dans le milieu conduit a une
diminution de l’absorption de cadmium, suggérant une compétition entre Ca® et
Cd**au niveau de la surface racinaire (Kim et al.2002 ; Sarwar et al., 2010). Un effet
compétiteur du Mn?* vis-a-vis du Cd** a également été démontré en solution nutritive
(Zornoza et al., 2010). D’autres études démontrent cependant un effet de synergie
entre le cadmium et des éléments tels que le zinc ou le calcium (Larbi et al., 2002 ;
Ghnaya et al., 2005 ; Sbartai et al., 2012).

Par ailleurs, il est également connu que le chlorure de sodium (NaCl) augmente
la biodisponibilité des métaux lourds dans le sol. En effet, les ions chlorures (CI")
forment des complexes stables avec les ions Cd**. Ce processus de complexation
semble augmenter la mobilité des ions Cd** dans le sol ainsi que leur biodisponibilité
(Ghnaya et al., 2007). De ce fait, D’enrichissement du sol en NaCl stimule le
prélevement de Cd par les plantes (Xu et al., 2010). En présence de NaCl, le cadmium
est absorbé sous forme ionique (Cd**) ou sous forme d'un complexe (CdCl,*™)
(Lopez-Chuken et Young, 2005).

Ces résultats conduisent a remettre en cause les seuils de toxicité définis a partir
d’études mono-elémentaires puisque le statut en éléments majeurs peut influer sur
I’accumulation du métal et I’expression de la phytotoxicité. Ils prouvent la nécessité de
prendre en compte les cations compétiteurs pour estimer la biodisponibilité et donc le

flux de transfert d’un élément.
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2.5.5. Effet de la température du sol

La température du sol dépend en premier lieu de la météorologie, et donc du
climat, mais elle est également li¢e a 1’activité biologique et influence rétroactivement
la formation de complexes avec des ligands inorganiques en modifiant ’activité¢ de
I’élément en solution (Deneux-Mustin et al.,, 2003). Selon Haghiri (1974)

I’augmentation de la température favorise le prélévement du cadmium par les plantes.

3. Interactions entre le cadmium et les plantes

3.1. Phytotoxicité du cadmium

Certains métaux sont des micronutriments essentiels a la croissance des
vegétaux (Cu, Co, Fe, Mn, Mo, Ni et Zn) qui peuvent étre toxiques a forte
concentration alors que d’autres, non essentiels, sont toxiques a faible concentration
(Ag, Al, Cd, Cr, Hg, Pb) (tableau 1). En exces, les métaux non essentiels provoquent
aussi bien des chloroses et nécroses ainsi que des retards de croissance (inhibition de la

croissance, racinaire notamment) (Williams et al. 2000).

Tableau 1: Concentration en €léments traces dans les parties aériennes de plantes
(mg/kg MS) (Kabata-Pendias et Pendias, 1992)

Teneurs tolérables

Teneurs en
Elément Teneurs . pour plantes de
eXCes ou
normales _ grande
Toxiques
culture
Cd 0,05—-0,2 5-30 3
Cr 0,1-0,5 5-30 2
Cu 5-30 50 50
Hg - 05—-1 -
Ni 01-5 10 — 100 50
Pb 5-10 30 — 300 10
Se 0,01 -2 5-30 -
Zn 27 — 150 100 — 400 300
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Chez les plantes, le cadmium n’a aucune fonction biologique connue (Pokorny
et al., 2004), et il est toxique a de faibles concentrations (De la Rosa et al., 2004). Sa
toxicité est considérée de 2 a 20 fois plus élevée que celle des autres métaux lourds
(Das et al., 1997). Cependant, la sensibilité a 1’égard du cadmium varie suivant les
especes et méme les cultivars d’une méme espéce (Inouhe et al., 1994 ; Fodor,
2002et Kuldeep et Brar, 2002). Bien qu’un nombre restreint de plantes tolérent et/ou
accumulent de fortes teneurs de ce métal, toutes les plantes manifestent des
symptomes de toxicité qui apparaissent également chez les plantes tolérantes pour de

plus fortes concentrations en métal.

3.1.1. Effet du cadmium sur la croissance

Plusieurs études ont montré que la présence du cadmium dans le milieu de
culture peut se traduire, au-dela d’une certaine limite, par I’apparition de symptomes
d’intoxication, accompagnés d’une inhibition de la croissance pondérale des plantes

(Ouariti et al., 1997 ; Djebali et al., 2002; Ghnaya et al., 2005; Zorrig et al., 2010 ).

Cette inhibition affecte beaucoup plus les organes aériens que racinaires
(Djebali et al., 2005) affectant ainsi dramatiquement la production de la biomasse.
Ces inhibitions s’accompagnent de changements anatomiques, structuraux et
ultrastructuraux importants au niveau des feuilles (Baryla et al., 2001 ; Sandalio et
al., 2001) mais également des racines (Cosio et al., 2005 ; Patel et al., 2005). Ces
effets peuvent étre liés, entre autres, a la perturbation de 1’équilibre de certaines
hormones de croissance, notamment 1’auxine (Hasenstein et al., 1988), ainsi qu’a des
perturbations de la machinerie photosynthétique, notamment la structure des
chloroplastes et la biosynthese de la chlorophylle (Mobin et Khan, 2007 ; Ebbs et
Uchil, 2008). Ekmekci et al. (2008) ont montré que l'augmentation de la
concentration du cadmium dans le milieu, réduit significativement la quantité de la
matiere séche des racines et des feuilles chez Zea mays. Cependant, la plus grande
teneur du cadmium accumulée par le systeme racinaire, une petite quantité seulement

va étre transloguée vers les parties aériennes (Patel et al. 2005; Kovacik et al. 2006;
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Ekmekci et al. 2008; Liu et al. 2007; Singh et al. 2008; Gill et al. 2011). Il est
important de noter que le cadmium n’affecte pas la croissance de toutes les plantes
avec la méme sévérité. En effet, sur des sites tres contaminés en métaux lourds, et en
particulier en cadmium, certaines especes végétales telles que Arabidopsis halleri et
Thlaspi caerulescens sont capables de croitre, se développer, et se reproduire
(Dahmani-Madller et al., 2001; Wojcik et al., 2005).

3.1.2. Effet du cadmium sur le statut hydrique

Le cadmium affecte 1’absorption de [’eau, son transport ainsi que la
transpiration (Vassilev et al., 1997). Ces perturbations hydriques se manifestent par
une diminution de la teneur relative en eau (TRE ou RWC : Relative Water Content),
du potentiel hydrique (y) et du potentiel de turgescence foliaire (Vassilev et
Yordanov, 1997). Le cadmium produit une accumulation de composés phénoliques
insolubles, comme la lignine, dans les vaisseaux de xyleme réduisant ainsi le transport

ascendant de I’eau et des éléments nutritifs (Chaoui et El Ferjani, 2004).

De méme, le cadmium provoque une réduction de la transpiration ainsi qu’une
augmentation de la résistance stomatique accompagnée d’un accroissement de la
teneur en acide abscissique (ABA) (Sharma et Kumar, 2002 ; Fediuc et al., 2005).
Cependant, des chercheurs suggerent que la fermeture stomatique, en présence de
Cd*", est due & la ressemblance chimique entre les ions Cd** et Ca®* (Fediuc et al.,
2005 ; DalCorso et al., 2008). En effet, la fermeture stomatique est due
essentiellement aux variations du potentiel de turgescence dans les cellules de garde.
Elle se déclenche suite & une accumulation des ions Ca®* dans le cytosol des cellules
de garde (MacRobbie et Kurup, 2007). Etant chimiquement semblables aux ions
Ca®*, les ions Cd** gagnent les cellules de garde par les canaux de Ca?* tensio-
dépendants et, une fois dans le cytosol, ils affectent l'activité de Ca”* (Perfus-
Barbeoch et al., 2002). Le transport de I'eau dans la plante a été souvent bloqué par le

stress métallique (Barcelo et poschenrieder, 1990).

23



Chapitre I : Introduction Générale

3.1.3. Effets du cadmium sur la nutrition minérale

Le cadmium est susceptible de perturber la nutrition minérale des plantes en
interférant avec le prélévement de certains éléments essentiels (fer, cuivre, manganése,
magnésium, calcium), soit par substitution, soit par compétition au niveau des sites
d’absorption membranaire (Van Assche and Clysters, 1990). Le déséquilibre de la
balance ionique induit par le cadmium affecte directement et/ou indirectement
plusieurs processus métaboliques se traduisant a 1’échelle phénologique par des signes

de carence et des troubles de croissance (Boulila Zoghlami, 2006).

3.1.4. Effet du cadmium sur la photosynthése

La photosynthése est un processus important pour la production de biomasse et
la croissance des plantes. Cependant, le cadmium affecte significativement I'appareil
photosynthétique (Clemens, 2006; Nedjimi et Daoud, 2009 ; Manousaki et
Kalogerakis, 2009). La diminution de la capacité photosynthétique par le cadmium
peut étre due essentiellement a une désorganisation structurale des chloroplastes
(Djebali et al., 2005). Baryla et al. (2001) rapportent que la chlorose observée dans
les feuilles de Brassica napus est due a une diminution significative de la densité des
chloroplastes et a une augmentation de la taille des cellules mésophyliennes et
suggeérent que Cd®" affecte aussi la genése des organites cellulaires, essentiellement les
chloroplastes. Le cadmium pourrait aussi avoir une action directe ou indirecte sur la
teneur en chlorophylles (Ghnaya et al., 2005 ; Mobin et Khan, 2007 ; Singh et al.,
2010) par I’intermédiaire de perturbations métaboliques (Vassilev et al., 1997) ou
d’une inhibition des enzymes de biosynthése de la chlorophylle (Padmaja et al.,
1990). En revanche, en conditions de stress cadmique, chez les halophytes,
I’augmentation de la concentration exogéne en NaCl se manifeste par un effet
protecteur sur les processus de biosynthése de la chlorophylle contre la toxicité du
métal (Kadukova et al., 2004 ; Wahla et Kirkham, 2008).
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3.1.5. Induction d'un stress oxydatif par le cadmium

Les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS : Reactive Oxygen Species) sont
généralement produites par I’activité cellulaire normale comme la photorespiration,
mais leur niveau est augmenté sous stress causant des dommages oxydatifs aux lipides
membranaires, aux protéines et aux acides nucléiques (Koca et al., 2007). Plusieurs
travaux montrent que le cadmium peut induire un stress oxydatif chez la plante (Liu et
al., 2007 ; Djebali et al., 2008; Gill and Tuteja, 2010; Gill et al., 2011). En effet, en
présence de cadmium, les plantes produisent des radicaux libres qui sont des formes
réactives de 1’oxygene, capables d’endommager les structures cellulaires (Razinger et
al., 2008 ; Széllési et al., 2009 ; Ahmad et al., 2010 ; Martinez Dominguez et al.,
2010). Les plus connues de ces formes réactives sont I’ion superoxyde ('02'_), le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le radical hydroxyl (OH) et ’oxygéne singulet (*O,)
(Dat et al., 2000).

Les plantes soumises a un stress oxydatif font appel a des systéemes de défense
enzymatiques et non enzymatique tres efficaces, tels que le superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT), I’acrobate peroxydase (APOX), la glutathion réductase
(GR), les peroxydases (POD) et le Glutathion (GSH). Ces systéemes de défense
permettent d’éliminer et/ou de neutraliser les radicaux libres, de préserver au mieux
I’environnement tissulaire puis de le réparer. (Noctor et Foyer, 1998 ; Ann Peer et
al., 2005) (Figure 2).

Cependant, selon Salin (1988), contrairement a d'autres métaux lourds tels que
Cu, le Cd n’agit pas directement sur la production de ROS par des réactions de type
Fenton (H202 + Fe**— ‘OH + OH + Fe*"). Les plantes exposées au cadmium
adoptent un processus de prévention de la production de ROS comme une premiere
ligne de défense contre le stress oxydatif. Une fois formé, les ROS vont étre détoxifiés
efficacement que possible dans le but de minimiser les dommages éventuels. Ainsi, les

mécanismes de détoxification constituent la deuxieme ligne de défense contre les
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effets néfastes des ROS (Moller, 2001). Ces modifications sont différentes selon
I'espéce étudiée, I'organe, I'dge de la plante et la concentration du cadmium utilisée
(Metwally et al., 2003, Milone et al., 2003 ; Hsu et Kao, 2004 ; Cho et Seo, 2005 ;
Martinez Dominguez et al., 2010 ; Singh et al., 2010).

Le cadmium augmente I'accumulation de peroxydes lipidiques chez les plantes
Pisum sativum (Metwally et al., 2005), Oryza sativa (Ahsan et al., 2007), Helianthus
annuus (Groppa et al., 2001), Brassica juncea (Mobine et Khan, 2007), Glycine max
(Noriega et al., 2007), Lycopersicon esculentum (Ammar et al., 2007), Brassica
napus (Filek et al., 2008), Vigna mungo (Singh et al., 2008) et Lepidium sativum (Gill
et al.,, 2011). Des accumulations de H,O, ont été détectées dans les feuilles des
différentes espéces végétales, aprés exposition des concentrations du Cd sur ces
dernieres, telles que Pisum sativum (Romero-Puertas et al., 2004), Arabidopsis
thaliana (Cho et Seo, 2004), Brassica juncea (Mobine et Khan, 2007) et Vigna
mungo (Singh et al., 2008). Balestrasse et al. (2006) ont également affirmé que le Cd
stimule 1’augmentation de 'accumulation in-situ de H,O, et 02'_ dans les feuilles de
soja. Guo et al. (2007) ont rapporté que I'exposition a 50 mM du Cd a augmenté

significativement la teneur en H,O, dans les racines de Oryza sativa.

3.2. Mécanismes de défense induits par le cadmium

Les mécanismes conduisant a la tolérance au métal lourd peuvent étre divises en
deux groupes: les stratégies d’exclusion et les stratégies de tolérance. Les mécanismes
d’exclusion limitent la pénétration du métal, 1I’excluant ainsi des tissus de la plante; ce
systéme de défense fonctionne au niveau racinaire et met en jeu, outre les processus de
chélation et de séquestration (figure 2) (Leita et al., 1996). Les plantes présentant des
mécanismes de tolérance sont capables d’accumuler, de stocker et d’immobiliser le
métal. La tolérance pourrait aussi impliquer le plasmalemme soit en réduisant

I’absorption soit en stimulant 1’efflux des métaux lourds ayant été absorbés.
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3.2.1. Absorption

Le prélevement des éléments minéraux par les plantes dépend des parameétres
suivants : (1) concentration en éléments potentiellement biodisponibles dans le sol, (2)
activité et statut ionique des éléments dans la solution de sol, (3) transport des
¢léments a I’interface racine/sol. La plante est capable de mobiliser ou d’immobiliser
les métaux en changeant les conditions rhizosphériques par la production d’exsudats
racinaires, par extrusion de protons, de phytosidérophores ou d’acides organiques
(figure 4) (Kinnersley 1993 ; Wenzel et al. 2003). Ces composés chimiques présents
dans la rhizosphere sont impliqués dans 1’augmentation du prélévement des métaux et
leur translocation vers les feuilles, bien que les mécanismes mis en jeu ne soient pas
clairement définis (Mench et Martin 1991).

En effet, pour le cadmium leur absorption par les racines est déterminée par la
concentration en cadmium du sol et par sa disponibilité biologique. Seule une fraction
du cadmium est disponible pour 1’absorption. De nombreux facteurs tels que le pH du
sol, le contenu en matiéres organiques et la concentration des autres éléments
minéraux peuvent influencer fortement la fraction du cadmium disponible (Sauvé et
al., 2000). L absorption du cadmium semble étre en compétition avec des éléments
tels que K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Ni pour les mémes transporteurs
transmembranaires (Cseh, 2002 ; Benavides et al., 2005 ; Pal et al., 2006).

Les métaux entrent par les racines par voie symplastique (en traversant les
membranes cellulaires) et apoplastique (par les espaces intracellulaires). Une fois dans
le xyleme, les métaux sont transportés vers les feuilles ou ils peuvent étre séquestrés
dans différents compartiments cellulaires (cytosol, paroi cellulaire, vacuole) ou étre
volatilisés par les stomates. Le transport membranaire du cadmium dans les cellules
est vraisemblablement réalis¢ par des transporteurs d’autres ions divalents en
particulier du fer et du zinc (Cosio et al., 2004 ; Benavides et al., 2005) mais
probablement aussi par les canaux a calcium (Clemens, 2006). Ainsi, chez
Arabidopsis thaliana, le transporteur du fer ferreux IRT1 (Iron Regulated Transporter),
qui appartient a la famille ubiquitaire ZIP de transporteurs de métaux (Zinc Regulated
Transporter/IRT Related proteins), pourrait contribuer a I’influx racinaire de différents
cations dont le cadmium (Briat et Lebrun 1999 ; Guerinot, 2000 ; Clemens, 2006).
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Figure 2 : Voies de prélevements des métaux par les plantes (Peer et al., 2006).

Par ailleurs, chez 1’hyperaccumulateur Thlaspi caerulescens, le transport du
zinc, réalisé par le transporteur ZNT1, appartenant aussi a la famille ZIP, s’aveére
également capable de prendre en charge le cadmium (Hall, 2002 ; Clemens, 2006).
Une autre famille de transporteurs de métaux permettant potentiellement I’entrée du
cadmium est constituée par la famille Nramp (protéines de macrophages associées a la
résistance naturelle). La surexpression du gene AtNramp3 chez Arabidopsis thaliana
lui confére une hypersensiblité au cadmium (Thomine et al., 2000) et le transporteur

Nramp3 serait localisé au niveau du tonoplaste .
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3.2.2. La chélation et la séquestration du cadmium

Les plantes mettent en ceuvre des mécanismes « spécifiques » pour diminuer la
toxicité des métaux. Ces mécanismes incluent 1’inactivation des métaux par chélation
et par leur exclusion des compartiments cellulaires dans lesquels ils sont toxiques.
Ceci suppose cependant que les métaux sont séquestrés dans des organites spécifiques
comme les vacuoles ou dans certaines structures telles que les trichomes ou poils
vésiculaires (salt glands) (Clemens, 2006). Les voies de séquestration du métal dans la
racine jouent un role en déterminant la vitesse de translocation vers les parties
aeriennes de la plante. Aprés ’entrée dans le cytosol, le cadmium, qui présente une
forte affinité pour les thionates, est en grande partie chélaté par le glutathion ou par des
peptides dérivés du glutathion : les phytochélatines mais aussi par des acides
organiques comme le citrate (Clemens, 2006). Les phytochélatines sont synthétisées
en réponse a I’exposition a différents ions métalliques et le cadmium en est le plus
puissant activateur (Clemens, 2006), sachant que la majeure partie du cadmium forme
des complexes avec les PCs (Vatamaniuk et al.,, 2000). Le complexe Cd-
phytochélatine, formé dans le cytosol, serait transporté dans la vacuole par un
transporteur de type ABC ; le cadmium libre pouvant également étre transporté dans la

vacuole selon un antiport H+/Cd (Figure 3).

Le cadmium forme avec les phytochélatines des complexes de faible masse
moléculaire (LMW). Le complexe PC-Cd (LMW) n’affecte pas le métabolisme au
niveau du cytoplasme. Il est acheminé vers la vacuole. Une fois dans la vacuole, les
complexes PC-Cd (LMWs) s’agrégent les uns aux autres par des ponts sulfures pour
former des complexes de masse moléculaire élevée (HMW) (Clemens, 2006 ;
DalCorso et al., 2008) (Figure 3). Ce cycle se termine par la dissociation de ces
complexes, & cause du pH vacuolaire, provoquant la libération des ions Cd®* qui seront
pris en charge par les acides organiques présents, tels que le malate, le citrate ou
encore ’oxalate. Les PCs sont recyclées et réexportées dans le cytoplasme pour capter
d’autres ions et les réacheminer dans la vacuole (Sanita di Toppi et Gabbrielli,
1999).
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Figure 3 : Principaux effets du cadmium sur la physiologie des plantes et réponses des plantes au cadmium
(DalCorso et al., 2008).

Aprés accumulation dans la cellule, le Cd inhibe le métabolisme du sulfate (1)
la photosynthése et la biosynthése de chlorophylle (2). Etant chimiquement semblables
au Ca?*, les ions Cd** gagnent les cellules de garde et activent I’ouverture des canaux
potassiques. L’entrée des ions potassium provoque la perte de la turgescence des
cellules de garde ce qui déclenche la fermeture stomatique (3). Le Cd inhibe I’activité
des enzymes racinaires impliquees dans I'assimilation de 1’azote : par exemple la
nitrate réductase et la nitrite réductase (4). Une fois dans le cytosol (5), le Cd stimule
la synthése des phytochélatines (PCs). Le cadmium forme avec les phytochélatines des
complexes de faible masse moléculaire (Low). Ces complexes entrent dans la vacuole
par lI'intermédiaire d’un transporteur tonoplastique du type ABC et s’agrégent les uns

aux autres pour former des complexes de masse moléculaire élevée (High Molecular
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Weight (HMW)). A droite, le Cd induit la production de radicaux libres qui sont des
formes trés réactives de 1’oxygeéne (ROS) qui seront desintoxiquées dans les

peroxysomes. PSI : photosystéeme I, PSII: photosysteme II.

La compartimentation du cadmium peut aussi se réaliser au niveau foliaire. Une
particularité observée chez B. juncea et le tabac est un stockage préférentiel du
cadmium dans les trichomes des feuilles (Salt et al., 1995 ; Choi et al., 2001). Le role
des phytochélatines dans la chélation des métaux et du cadmium en particulier, en
relation avec la tolérance au cadmium, a fait I’objet de nombreuses études rapportées
par Benavides et al. (2005) et Clemens (2006). A titre d’exemple, en utilisant
Brassica juncea, Haag-Kerwer et al (1999) montrent que 1I’accumulation du cadmium
s’accompagne d’une induction rapide de la biosynthése de phytochélatines,
théoriquement suffisante pour assurer une protection des processus physiologiques de

la plante.

3.2.3. Transfert et translocation

Une fois absorbés par les racines qui jouent le role d’échangeurs d’ions, les
métaux traversent la membrane plasmique par des transporteurs ou des sites de
fixation de plus forte affinité (Hirsch et al., 1998). Trois processus majeurs peuvent
alors réguler le transfert des métaux des racines vers le xyleme : (1) la séquestration
des métaux dans les cellules racinaires, (2) le transport symplastique vers la stéle, (3)

le relargage dans le xyléme.

Dans la plante, les métaux sont souvent peu mobiles et forment des complexes
insolubles avec les carbonates, les sulfates et les phosphates, les immobilisant dans les
compartiments  apoplastiques ou symplastiques (Raskin et al., 1997).
L’immobilisation des métaux sur les parois cellulaires des racines peut étre assimilée a
une stratégie d’exclusion des métaux par la plante (Baker 1981; Dahmani-Muller et
al., 2000). Les métaux non essentiels empruntent plutét la voie apoplastique,
perméable aux solutés, alors que les ions métalliques essentiels atteignent le xyleme

par la voie symplastique (Tester et Leigh 2001). Le transport des ions dans le xyleme,
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dont Cdll, Cull, Pbll et Znll, est contr6lé par les protéines de transport membranaires
(Clemens et al., 2002; Williams et al., 2000). La chélation avec certains ligands tels
que I’histidine, la nicotianamine et le citrate ont tendance a faciliter le transport des
métaux dans le xyleme alors que la synthese de phytochélatines et de
métallothionéines favorise la séquestration dans les racines (Clemens et al., 2002).
Aprés son efflux dans le xyléeme, le cadmium, libre et lié aux phytochélatines, est
transporté vers les parties aériennes de la plante par la séve xylémienne (Salt et al.,
1995b ; Gong et al., 2003).

Dans les plantes normales, la teneur en Cd des feuilles est comprise entre 0,1-3
png / g M.S., chez les plantes qui I’excluent, elle est de 0,03 ng / g M.S. et chez les
plantes accumulatrices, de 20 pg /g MS. (Reeves et Baker, 2000). La plus grande
partie du cadmium accumulé reste dans les racines, seules de petites quantités sont
transportées vers les parties aériennes. Ainsi, chez le blé, 78 % du cadmium sont
retenus dans les racines (Zhang et al., 2000). En général, la teneur en cadmium des

plantes diminue dans 1’ordre suivant : racines > tiges > feuilles > fruits > graines.

3.2.4. Le Systéme Enzymatique antioxydant

Parmi les enzymes antioxydants, la superoxyde dismutase, présente dans les
chloroplastes et les mitochondries, permet la transformation de O, en H,0O, ; ce
dernier est directement éliminé par la catalase dans les peroxysomes mais aussi par la
gaiacol peroxydase présente dans le cytosol, la vacuole et la paroi (Figure 4). De
nombreux travaux confirment une augmentation des activités anti-oxydantes sous
I’effet des métaux lourds (Lagriffoul et al., 1998 ; Baccouch et al., 2001 ; Dixit et al.,
2001 ; Pal et al., 2002; Zacchini et al., 2003). Cependant, au-dela d’une certaine
concentration en cadmium, une inhibition de certaines activités enzymatiques

antioxydantes peut étre observée (Gallego et al., 1996 ; Srivastava et al., 2004).
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Superoxide Dismutase: Catalase:

Oy SOR y o, H,0, CAL HO0+1% 0,
c)

Ascorbate-Glutathione Cycle:
(1) H,0, + Ascorbate  APX  H,0 + Monodehydroascrobate (MDA)

(2) MDA + NAD(P)H MDAR, Agcorbate + NAD(P)*
(3) Dehydroascorbate + GSH DHAR Ascorbate + GSSG
(4) GSSG + NAD(P)H _GR GSH + NAD(P)*

d Glutathione Peroxidase Cycle:

(1) H,0, + GSH GPX H, O +GSSG
(2) GSSG + NAD(P)H GR, GSH + NAD(P)*

Figure 4 : Principales réactions enzymatiques permettant I’élimination des espéces réactives de 1’oxygéne
(ROS) (Appel et Hirt, 2004) : superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), cycle ascorbate-glutathion, et
cycle de la glutathion peroxydase (GPX).

3.3. Autres stratégies de défense
3.3. 1. Accumulation des métaux dans les feuilles agées

L’accumulation de cadmium, dans les feuilles agées pourrait également étre
considerée comme une stratégie de tolérance au cadmium. En général, la teneur en
cadmium dans les feuilles augmente avec 1’age des feuilles. Chez Armeria maritima
subsp. halleri, dans les feuilles marron (les plus agées), la teneur en Cu, Cd, Zn et Pb
sont 3 a 8 fois supérieure a celle des jeunes feuilles (Dahmani-Muller, 1999)
(Dahmani-Mdaller et al., 2000). L’accumulation du cadmium dans les trichomes
pourrait également étre considérée comme une stratégie de tolérance au cadmium (Salt
et al., 1995). En fait, et selon les mémes auteurs, des accumulations de Cd ont été
également observées dans les trichomes de plusieurs especes. Cette observation

suggere un transport interne depuis des feuilles vertes, encore actives d’un point de
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vue photosynthétique, vers les feuilles qui sont sur le point de tomber, préservant ainsi

la photosynthése tout en détoxiquant la plante.

3.3. 2. Biosyntheése d’éthyléne

Le cadmium pourrait induire une biosynthése d’éthyléne dans les racines et les
feuilles. L’éthyléne serait alors un messager stimulant la lignification limitant de ce
fait les flux de cadmium dans les systemes vasculaires et accélérant la réponse
antioxydante par induction de I’activité ascorbate peroxydase (APX), ainsi que par la
synthése des cheélateurs (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999).

3.3.3. Les acides amineés

Une des stratégies mise en ceuvre par les plantes pour freiner ou empécher les
effets toxiques des métaux lourds, est constituée par une accumulation des composants
non enzymatiques ; comme par exemple les acides aminés et plus particulierement la
proline (Sharma et Dietz, 2006). Une augmentation de ce soluté compatible a été
observée sous 1’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). Au-dela de son rdle reconnu d’osmoticum, la proline permettrait d’éliminer ou
de réduire la production d’espéces toxiques de I’oxygene telles que 1’oxygene singulet
(*0,) et le radical hydroxyle (OH), assurant ainsi une protection des constituants
cellulaires (Sharmila et Pardha Saradhi, 2002).

3.3.4. Transporteurs membranaires
Des transporteurs membranaires de type pompe ATPasique, spécifiques du
cadmium seraient présents chez A. thaliana et réaliseraient un efflux actif des ions

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

3.4. Prélevement et accumulation du cadmium
Selon leurs aptitudes a tolérer, a absorber ou a accumuler le cadmium dans les
tissus, les plantes peuvent étre caractérisées d’indicatrices, d’exclusives ou

d’accumulatrices voire d’hyperaccumulatrices. Chez les plantes indicatrices, le
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prélevement et le transport du cadmium dépendent linéairement de la concentration
dans le sol, et la concentration du cadmium dans la plante reflete celle du sol. Chez les
plantes exclusives, la concentration du cadmium dans la plante est nettement inférieure
a celle que I’on peut observer dans le sol. A I’inverse, chez les plantes accumulatrices
ou hyperaccumulatrices, la concentration du cadmium dans la plante est nettement

supérieure a celle que 1’on peut observer dans le sol (Bourrelier et Berthelin, 1998).

3.4.1. Prélevement du cadmium

Peu d’auteurs ont étudié les parts respectives du prélevement racinaire et du
prélevement foliaire du cadmium dans le contenu en cadmium accumulé par les
plantes. On estime que, pour la majorité des métaux, le prélevement se fait quand ces
éléments sont sous forme de cations libres (Cd®*, Pb?*, Zn?*) (Hart et al., 1998a ;
Hart et al., 1998D).

Dans des cas particuliers, d’autres formes pourraient étre absorbés, par exemple
des complexes inorganiques de cadmium (CdCI™ et CdCl,) observés dans les sols salés
ou irrigués avec des eaux chlorées (Weggler-Beaton et al., 2000; Weggler et al.,
2004). Comme le Cd?* est un ion métallique non essentiel, on considére qu’il n’existe
pas de mécanisme spécifique d’absorption de cet élément. Le cadmium étant un métal
facilement absorbé par les racines des plantes (Wagner, 1993). Il a cependant été
montré que le cadmium peut étre absorbé par simple diffusion et que les différentes
voies d’absorption du cadmium peuvent varier selon ’espéce végétale considérée.
Chez le riz, le mais et le soja, I’absorption est réalisée principalement par des
transporteurs membranaires (Cataldo et al., 1988), alors que chez 1’orge, I’absorption
du cadmium se fait principalement par une simple diffusion (Cutler et Rains, 1974).
Chez d’autres especes, les deux voies peuvent coexister comme chez le blé dur ou
I’absorption du cadmium est effectuée par simple diffusion et par des transporteurs
(Hart et al., 1998b).
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3.4.2. Accumulation du cadmium

Il a été clairement démontré que la capacité d’accumulation de cadmium était
dépendante de la famille végétale (Kuboi et al., 1986) et de 1’espece (Coullery, 1997).
Les plantes cultivées les moins accumulatrices de cadmium sont les Légumineuses.
Les Poaceées, les Liliacées, les Cucurbitacées et Apiacées sont moyennement
accumulatrices. Les Chénopodiacées (épinard, betterave), les Brassicacées (chou,
navet, radis) et les Astéracées (laitue) sont les plus accumulatrices (Kuboi et al.,
1986). L’accumulation de cadmium différe considérablement selon les organes et les
tissus d’une méme plante. A 1’échelle de la plante entiére, il y a généralement moins
de Cd dans les feuilles que dans les racines, et encore moins dans les fruits et dans les
graines (Wagner, 1993). Chez Azolla filiculoides, les niveaux d’accumulation du Cd*
sont au moins deux fois plus élevés dans les racines que dans les parties aériennes
(Sela et al., 1989). Cependant, chez certaines especes, le cadmium peut s’accumuler
fortement en dehors des racines. C’est par exemple le cas du tabac qui accumule dans
ses feuilles plus de 80% du cadmium préleve par les racines (Elmayan et Tepfer,
1994).

A I’échelle cellulaire, la localisation du cadmium est encore mal connue. Deux
compartiments cellulaires semblent jouer un réle important dans le stockage et la
localisation du cadmium : les parois cellulaires et les vacuoles. Selon les plantes et les
techniques utilisées, les auteurs ont mis en évidence que le cadmium est : soit associé a
des granules dans les vacuoles, le cytoplasme, les plastes ou le noyau (Vazquez et al.,
1992), soit lié aux parois cellulaires (Lozano-Rodriguez et al., 1997; Ramos et al.,
2002), soit présent dans différents types de structures simultanément (Dahmani-
Miller, 2000). Ramos et al. (2002) ont quantifié cette répartition dans les feuilles de
laitue : 63-64 % du cadmium est lié aux parois cellulaires alors que 13 a 25 % est
localisé dans le protoplasme et 6 a 16 % dans les chloroplastes. En fait, ces différences

semblent liées au niveau (degré) de contamination considére.
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4. Utilisation des halophytes en Phytoremédiation

4.1. La Phytoremédiation
4.1.1. Définition

En matiere de remédiation des sols, les méthodes physico-chimiques sont
majoritairement utilisées, malgré leur colt élevé et leur impact négatif sur la structure
et la vie biologique du sol. La phytoremédiation, technique peu codteuse et écologique
a été proposé en 1983 par Chaney, mais le principe est connu depuis 300 ans (Henry,
2000), et présente I’avantage de pouvoir étre mise en ceuvre in situ. L’EPA (Agence
pour la Protection de I’Environnement) définit la phytoremédiation comme étant «
I’utilisation directe de plantes pour la réduction in situ des risques liés aux sols, boues
et sédiments contaminés et aux eaux souterraines, par 1’extraction, la dégradation ou le
confinement des polluants» (EPA, 2000). La phytoremédiation comprend plusieurs
procédés : la phytovolatilisation, la rhizofiltration, la phytostabilisation, la
phytodégradation et la phytoextraction (Pilon-Smits, 2005 ; Kirkham, 2006) (tableau
2).

4.1.2. Les différents procédés de la phytoremédiation

4.1.2.1. La Phytovolatilisation

Dans ce procédé, les contaminants solubles sont absorbés par les racines,
transportés vers les feuilles et volatilisés dans 1’atmosphere par les stomates sous des
formes moins toxiques ou aprés une modification métabolique. Ainsi, le sélénium peut
étre relaché dans I’atmosphére sous forme de diméthyl sélénite ou de diméthyl
disélénite (Ann Peer et al., 2005).

4.1.2.2. LaRhizofiltration

Cette méthode s'applique spécifiqguement a la restauration des eaux de surface et
souterraines polluées. L’adsorption, 1’absorption ou la précipitation des métaux
toxiques par les racines jouent un role clef dans cette technique et en conséquence,

d’importantes surfaces de racines sont requises (Ghosh et Singh, 2005).
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4.1.2.3. La Phytostabilisation
La phytostabilisation est I’implantation d’un couvert végétal sur une surface
contaminée qui protége le sol contre 1’érosion €olienne et hydrique; les polluants sont

ainsi immobilisés dans les écosystémes (Alkorta et al., 2004 ; Ghosh et Singh, 2005).

4.1.2.4. LaPhytodégradation

La phytodégradation (ou phytotransformation) repose sur I’effet rhizosphere qui
stimule la dégradation des composés organique des sols. Cette décomposition est
réalisée grace a des enzymes variées, internes ou sécrétées par la plante (Chaudhry et
al., 1998 ; Ann Peer et al., 2005).

4.1.2.5. La phytoextraction

La phytoextraction représente la seule voie biologique d’extraction in situ des
métaux. Cette technique est basée sur le prélévement des métaux par leurs racines et
de les transporter ensuite vers les parties aériennes (Xiaomei et al., 2005; Lestan,
2006), ou ils sont généralement séquestrés sous la forme de complexe dans les
vacuoles (Montarges-Pelletier et al., 2009). Cette voie de décontamination des sols a
¢té testée au laboratoire puis au terrain, avec la découverte d’espéces nouvelles pour

I’extraction de métaux toxiques comme le cadmium (Schwartz et al., 2003).

Dans son principe, la phytoextraction consiste a cultiver des plantes
accumulatrices, avec une forte production de biomasse, ou des plantes

hyperaccumulatrices afin de réduire la concentration en métaux assimilable dans le sol.

4.1.3. Plantes accumulatrices et hyperaccumulatrices

Les plantes hyperaccumulatrices sont des especes capables d’accumuler des
teneurs élevées en meétaux lourds dans leurs organes aériens, a des concentrations 10 a
100 fois plus élevées que celles tolérées par la plupart des plantes (Baker et Brooks
1989; Brooks, 1998 ; Salt et Kramer, 2000 ; Gratao et al., 2005 ; Meharg, 2005) :
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v 10 ug de Hg/g de MS (matiere seche) ;

v' 100 pg de Cd/g de MS ;

v 1000 pg de As, Co, Cr, Cu, Ni, Ph, Se/g de MS ;
v' 10 000 pg de Mn, Zn/g de MS.

L hyperaccumulation a été confirmée par la mesure de teneurs qui, rapportées a
la biomasse séche aérienne, étaient supérieures a 0,2 % pour le Cd, 1,2 % pour le Co,
3,8% pour le Ni et 4 % pour le Zn (Kramer et Chardonnens, 2001). Cependant,

I’hyperaccumulation implique trois processus majeurs (Salt et Kramer, 2000) :

v’ Absorption rapide des métaux par les racines ;
v Taux élevé de translocation des racines vers les parties aériennes ;

v’ Capacité élevée de stockage par compartimentation dans la vacuole.

Avec plus de 397 espéces Vvégétales répertoriées, les plantes
hyperaccumulatrices appartiennent a 45 familles différentes (Salt et al., 1998 ; Reeves
et Baker, 2000) et environ 75% de ces espéces accumulent préférentiellement le Ni se
développant sur des sols a serpentine (Brooks et al., 1974, 1998 ; Brooks et Wither,
1977 ; Jaffré et al.,1979 ; Gratao et al., 2005) La plupart des hyperaccumulateurs
appartiennent a la famille des Brassicaceae, famille qui ne posséde pas d’associations
mycorhiziennes (McGrath et al. 2001). Thlaspi caerulescens est considéré comme
une espéce modéle. Métallophyte endémique, hyperaccumulatrice principalement du
Cd, Zn et Ni, elle constitue I'une des espéces les plus étudiées car elle posseéde les trois
caractéristiques enoncees ci-dessus (Baker et al., 1994 ; Chaudhry et al., 1998 ;
Lasat et al., 1998 ; Zhao et al., 2002 ; Ueno et al., 2004).

Selon Baker (1981), il existe trois catégories de plantes pouvant pousser sur des
sols métalliféres (figure 5) tels que les sols de serpentine (contenant Co, Cr, Mg, Mn
et Ni), les sols seleniferes (sols riches en Se), uraniferes, ou calaminaires (sols riches
en Cd et Zn) (Raskin et al. 1994) :
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Procédés de la
phytoremédiation

Rhizofiltration

Phytostabilisation

Phytoextraction

Phytovolatilisation

Phytodégradation

Mécanismes

Accumulation,
adsorption,
précipitation

Complexation,
adsorption, précipitation

Accumulation et
Hyperaccumulation

Volatilisation

Dégradation
rhizosphérique

Type de polluant

Inorganique

Inorganique

Inorganique

Organiques /
inorganiques

Organiques (solvants
chlorés, herbicides)

(As, Hg, Se)
. Sols, sédiments, Sols, sédiments, Sols, sédiments,
Substrats traités . Eaux, sols,
Milieux aqueux boues boues boues

sédiments, boues

Plantes utilisées

H. annuus, B
Jjuncea, N.
tabacum, Zea
mays

Plantes exclusives
(Agrostis tenuis)

Hyperaccumulatrices ou
accumulatrices a forte
biomasse

Plantes modifiées
génétiquement

Tout type de plante
hébergeant des
rhizobactéries

Avantages

Utilisation in situ

Limite le risque de

Utilisation in situ

Dilution de la pollution
dans I’air

Pas de traitement des

et exsitu 11x1V1atlop etd érosion Adaptée aux pollutions Pas de traitement des déchets végetaux
Solution rapide diffuse . -
dechets vegétaux

Dépend (.ju systeme Dépend du systeme Le risque d’exposition N

. racinaire o L , Limité a des polluants
- Dépend du o racinaire atmosphérique n’a pas . .

Inconvénients X o Nécessite une . . ot e facilement dégradables

systeme racinaire : Retraitement des déchets | été quantifié Utilisation .

surveillance roduits JOGM Dépend des
N’élimine pas le polluant P rhizobactéries associées
du sol
. (Cunningham et Berti, (Garbisu et Alkorta,
Références (Dglshelr;g%\)/ et 2000) 2001 : (Chaney et al., 1997) (Black, 1995)

McGrath et Zhao, 2003)

40




Chapitre I : Introduction Générale

v' les exclusives qui maintiennent une faible concentration en métaux dans leurs
feuilles quelle que soit la teneur du sol et qui sont principalement utilisées en

phytostabilisation ;

v' les accumulatrices et hyperaccumulatrices qui accumulent les métaux dans leurs

parties aériennes indépendamment de la concentration du sol ;

v' les indicatrices dont le prélevement en métaux refléte la concentration du sol

jusqu’a ce que la teneur dans le sol leur soit toxique.

Hyperaccumulatrice

f—

Accumulatrice

Exclusive

Concentration en métal dans la plante

Concentration en métal dans le sol

Figure 5: Catégories de plantes poussant sur des sols métalliferes (Baker, 1981)

4.2. Cas des halophytes

Le terme halophyte (du grec « halo » : sel et « phyt(o) » : plante) définit un
organisme végétal qui vit, croit et se reproduit naturellement dans un milieu salin. Par
opposition, un glycophyte (du grec « glyco » : sucré) ne peut croitre en milieu salin.
L’ halophilie est I’aptitude d’une espece végétale a réaliser son cycle de développement
en milieu fortement salin. Les halophytes sont des plantes naturellement tolérantes aux
sels solubles et poussent aussi bien dans un environnement salin qu’en conditions

normales (Malcolm et al., 2003).
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Les halophytes ont la capacité de réexpédier I’excés de sel présent dans leurs
feuilles vers les racines par I’intermédiaire de la séve descendante (excluder). Par ce
mécanisme d’exclusion, couplé a des systémes de transport sélectif permettant
d’absorber les ions nutritifs utiles et de ré-excréter les ions Na*, la plante empéche les
sels de remonter dans la séve jusqu’aux feuilles. Un second mécanisme de tolérance

aux sels est présent dans les feuilles, il s’agit de I’inclusion (Includer).

Les halophytes utilisent les sels pour ajuster la pression osmotique de leurs
cellules. Elles laissent donc monter les sels dans leurs parties aériennes pour les
stocker dans les vacuoles et les isoler des constituants cellulaires vitaux (Parida et
Das, 2005).

A T’¢chelle de la plante entiere, les ions chlorure et sodium, qui sont souvent en
exceés dans les solutions des sols salés, entrent par les racines et sont véhiculés par la
séve xylémique jusqu’aux tiges et aux feuilles. Par la suite, ils sont soit stockés (dans
le cas des plantes de type includer), soit, au contraire, ils sont revéhiculés par la séve
phloémique jusqu’aux racines (dans le cas des plantes de type excluder). Les ions
chlorure et sodium pénetrent dans les cellules de la racine, puis circulent a travers le
cortex racinaire jusqu’a la stéle (voie symplasmique), ou ils sont sécrétés dans le
xyléme comme les autres ions minéraux (Chen et al. 2002). Chez les espéces du genre
Atriplex, il y a une translocation préférentielle des ions Na™ vers les parties aériennes
(Bajji et al., 1998). Le transport du sel peut se faire par la voie symplastique ou par la
voie apoplastique. Le transport symplastique se ferait par le biais de vésicules de

pinocytose et d'exocytose contenant le sel dans le cytoplasme.

Chez de nombreuses halophytes (Chenopodiaceae), la résistance au stress salin
est associée a la présence d’organes spécialisés tels que les poils vésiculaires
(trichomes) et les glandes excretrices a la surface des feuilles qui leurs donnent un
aspect blanchétre plus ou moins luisant (Simon, 1997 ; Malcolm et al., 2003). Ces

structures anatomiques sont spécialisées dans 1’élimination du Na® qui arrive au niveau
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des feuilles a travers le xyléme puis au niveau du mésophylle. Le Na* est emmagasiné
dans ces trichomes avant qu’il ne soit excrété par la dégénérescence de ces derniers,

empéchant ainsi 1’accumulation toxique de ce cation dans les tissus foliaires

(Barhoumi et al., 2007) (figure 6).

Figure 6: Aspect d’une feuille d’Atriplex lentiformis traitée par 5 g/l NaCl, portant des trichomes gonflés de sels
(Malcolm et al., 2003).

Les poils vésiculaires sont constitués d’un pédicelle unicellulaire ou
pluricellulaire portant une téte distendue. Les cellules de ces poils possédent en plus du
réticulum endoplasmique de I’appareil de Golgi et de nombreux chloroplastes, de
petites vacuoles (vésicules) qui joueraient un rdle dans le transport des sels (ces
vésicules semblent étre plus développées dans le cas des plantes cultivées sur un
milieu riche en sels solubles). Les plasmodesmes, qui favorisent le transport des ions
entre les cellules, sont nettement visibles a 1’intérieur de la cellule. Grace a 1’utilisation
des sels de potassium marqué, il a été montré dans le cas d’Atriplex spongia et Atriplex
nummularia que les poils vésiculaires sont plus riches en sels que le limbe des feuilles
(Franclet et Le Houérou, 1971). Des cristaux de sels se forment dans ces cellules
vésiculaires, faisant éclater la cellule, permettant le rejet du sel a la surface de la
feuille. La présence de ces poils pourrait également aider la plante a diminuer son
évapotranspiration et assurer une protection contre une illumination trop intense
(Malcolm et al., 2003).
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En général, les systemes cellulaires responsables du transport d’ions chez les
végétaux sont encore peu caractérisés aux niveaux génétiques ou moléculaires. C’est
pourquoi les mécanismes qui conditionnent la circulation et la répartition du NaCl a
I’échelle de la plante enti¢re ou a I’échelle cellulaire son encore peu élucidés (Munns,
2005).

4.3. Mécanismes de tolérance au stress abiotique chez les halophytes

Au cours de leur évolution, les plantes halophytes des régions arides se sont
adaptés a des conditions xériques, tels la sécheresse des sols, la salinisation intense et
les basses températures hivernales (Shevyakova et al., 2003). La capacité des
halophytes a s'adapter a des environnements caractérisés par un exces d'ions toxiques
(principalement le sodium et le chlorure) repose principalement sur leurs capacité a
localiser des ions toxiques dans des organes métaboliquement inactifs et des
compartiments cellulaires, pour synthétiser des osmolytes compatibles, et induire des
systémes antioxydants (Glenn et al., 1999 ; Shevyakova et al., 2003). Par conséquent,
on peut supposer que les halophytes sont des especes végétales tolérantes aux métaux
lourds, possedent en général deux mécanismes spécifiques de tolérance aux stress
abiotiques (Shevyakova et al., 2003).La tolérance des halophytes au stress salin est
liée a leur capacité a synthétiser des osmoprotecteurs afin de maintenir un gradient de
potentiel favorable a 1’absorption de 1'eau et de protection des structures cellulaires
(Lefévre et al., 2009).

Une attention particuliere est accordee a la proline, dont un grand nombre de
données suggere que ce dernier est accumulé dans les cellules en réponse de Cd, Cu, et
d'autres métaux lourds (Schat et al., 1997; Thomas et al., 1998;. Shevyakova et al.,
2003; Lefevre et al., 2009; Nedjimi et Daoud, 2009). En outre, dans une étude
récente, Lefévre et al. (2009) ont démontré pour la premiére fois que la présence de
cadmium peut declencher une production plus abondante (sous stress) de la glycine-
bétaine (glycinebetaine oversynthesis) qui est le plus efficace osmoprotecteur

synthétisé par les Chenopodiaceae. La capacité des halophytes a synthétiser ces
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osmoprotecteurs peut étre impliquée dans leur tolérance aux métaux lourds (Lefévre
et al., 2009).

Cependant, la résistance a la sécheresse contribue indirectement a la tolérance
aux métaux lourds, car le stress métallique est responsable du stress hydrique
secondaire chez les plantes, de la méme maniére que le stress salin (Poschenrieder et
al., 1989). La résistance des plantes halophytes au stress salin est généralement en
corrélation positive avec le systéme antioxydant (Zhu et al., 2004) et, par conséquent,
les halophytes sont plus capables a résister au stress métallique par apport a d’autres
espéces (Briat et Lebrum, 1999 ; Shah et al., 2001; Verma et Dubey, 2003).

En outre, les halophytes ont été proposés pour remédier naturellement aux
contraintes environnementales (sont mieux adaptés), y compris les métaux lourds par
rapport aux plantes cultivées sensibles au sel, comme le tournesol (Helianthus
annuus), le mais (Zea mays L.), pois (Pisum sativum L.) et la moutarde (Brassica
juncea L.) communément choisis a des fins de phytoextraction (Jordan et al., 2002;
Ghnaya et al., 2005, 2007). Comme il a été signalé au paragraphe précédent, Au
niveau des feuilles, les halophytes présentent des organes spécialisés tels que les poils
vésiculaires (trichomes) et les glandes excrétrices. Ces structures anatomiques sont
spécialisées dans 1’élimination de I'exces d'ions toxiques nuisibles a la photosynthése
et ajuster la concentration d'ions du tissu végétal (Glenn et al., 1999 ; Orcutt et
Nilsen, 2000; Lefévre et al., 2009).

Des études ont révélé que dans certains cas, ces tissus glandulaires des
halophytes ne sont pas toujours spécifiques pour Na* et CI"; mais elles peuvent
accumuler d'autres éléments toxiques tels que le cadmium, le zinc, le plomb et le
cuivre (Manousaki et Kalogerakis, 2011). Cependant, I'excrétion des métaux a partir
des tissus de la feuille semble étre une méthode efficace pour faire face a I’excés des
métaux chez les halophytes. Par exemple, des travaux de plusieurs auteurs sur une
halophyte facultative Tamarix aphylla L. ont montré que les trichomes (glandes

excreétrices) ne sont pas sélectifs envers le sodium et le chlorure, mais sécrétent,
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également, des ions Cd et Li, et les types de sels sécrétés sont directement liés a la
composition de I'environnement des racines (Thomson et al., 1969 ; Storey et
Thomson, 1994 ; Hagemeyer et Waisel, 1988).

En plus des especes halophytes, la présence des métaux lourds tels que le Cd,
Zn, Mn et le Pb a été détectée dans les trichomes des espéces non-halophytes comme
le tabac Nicotiana tabacum L. (Choi et al., 2001; Sarret et al., 2006), Brassica juncea
(Sel et al., 1995), le tourne sol Helianthus annuus L. (Blamey et al., 1986), et
Arabidopsis halleri (Kupper et al., 2000).

4.3.1. La phytoremédiation vis-a-vis des métaux lourds

Les halophytes sont potentiellement résistant non seulement aux sels, mais aussi
aux métaux lourds et d'autres contraintes telles que la chaleur, la sécheresse, et aussi
beaucoup de ces espéces peuvent croitre sur des terres de qualité médiocre qui permet
leur utilisation dans le domaine de la phytoremédiation des sols caractérisés par une
mauvaise structure et une faible fertilité, avec des codts d'exploitation moins onéreuse
(Manousaki et Kalogerakis, 2011). En effet, certaines espéces d'Atriplex accumulent
le molybdene (Mo) et le sélénium (Se) en grandes quantités, dans ce cas la plante
pourrait étre capable d'en assurer la volatilisation des terres contaminées (Watson et
al., 1994). Cependant, comme il a été mentionné précédemment, certaines plantes
tolérantes au sel sont en mesure d'accumuler des métaux, offrant des opportunités a la
recherche dans le domaine de phytoextraction. En effet, des études récentes ont porté
sur la phytoextraction ou la phytostabilisation chez des plantes halophytes telles que
Atriplex halimus L. (Lutts et al., 2004 ; Lefévre et al.,, 2009 ; Manousaki et
Kalogerakis, 2009 ; Nedjimi et Daoud, 2009), Mesembryanthemum crystallinum
(Shevyakova et al., 2003 ; Ghnaya et al., 2005), Sesuvium portulacastrum (Ghnaya
et al., 2007) et Tamarix smyrnensis Bunge (Kadukova et al., 2008 ; Manousaki et
al., 2008 ; Manousaki et al., 2009) confirment le fait que les halophytes devraient
recevoir de plus en plus l'attention des chercheurs dans le domaine de la

phytoremédiation dans le proche avenir.
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D’aprés plusieurs auteurs, les plantes halophytes peuvent étre considérees
comme des candidats prometteurs pour I'immobilisation ou I'élimination des métaux
lourds non seulement des sols ordinaires, mais aussi des sols salins (Manousaki et al.,
2009 ; Manousaki et Kalogerakis, 2009 ; Nedjimi et Daoud, 2009).

Des résultats récents indiquent que certaines espéces tolérantes a la salinité ont
la capacité a excréter des métaux toxiques par des glandes excrétrices (spécialisées) a
la surface des feuilles, qui leurs donnent un aspect blanchéatre plus ou moins luisant
(figure 7), comme une méthode de désintoxication des métaux. Le terme «phyto-
excrétion” a été introduit récemment dans la littérature comme un nouveau processus
de phytoremédiation utilisé pour les sites contaminés par des métaux (Kadukova et
al., 2008 ; Manousaki et al., 2008).

Figure 7 : Des cristaux de sels du cadmium et du plomb sécrétés par les glandes excrétrices sur les feuilles de

Tamarix smyrnensis (Kadukova et al., 2008).

4.3.2. La phytoremédiation vis-a-vis des sols salins
La salinité du sol est 1’une des principales contraintes environnementales qui limitent
la production végétale dans les régions arides, elle est souvent associée a la sécheresse

et elle entraine une réduction des surfaces cultivables (Marcum, 2006).
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La FAO (2005) estime que 7 % des terres agricoles dans le monde (920
millions d’hectares) sont affectées par les sels solubles. Par ailleurs, 25 % environ des
terres irriguées sont confrontées au probléeme de la salinité (Keren, 2000). Tenant
compte du fait que le rendement est contrdlé par I’interaction entre le potentiel
génétique d’une plante et son environnement physique, deux solutions seraient
possibles pour valoriser les sols salés. D’une part, il est possible d’agir sur le sol lui-
méme, en éliminant I’excés de sels solubles qu’il contient (Kotzer, 2005). Cette
opération necessite une disponibilité en eau de qualité acceptable, elle exige des
investissements importants pour la mise en place d’un réseau de drainage pour évacuer
les sels solubles du profil. D’autre part, il est possible de valoriser les sols salés par la
culture de plantes résistantes aux conditions salines et qui présentent un intérét

agricole (Masters et al., 2007).

Cependant, les halophytes ont la capacité d'accumuler des concentrations trés
élevées de sels et Na* dans leurs partie aérienne. De ce fait, les halophytes sont des
candidates idéales pour la phytoremédiation des sols salins (Manousaki et
Kalogerakis, 2011), et d’aprés Khan et Duke (2001), les Atriplex peuvent étre utilisés
pour désaliniser les sols. En effet, il est donc possible selon Barrett-Lennard (2002)
d’extraire d’un hectare d’Atriplex 1000 kg de NaCl des horizons superficiels en une
année de culture. De méme, Ghnaya et al. (2005) ont montré que pour un rendement
de biomasse de 20 a 30 tonnes par hectare et par an, la teneur de NaCl atteint jusqu’a
40 % de la matiere séche pour I’Atriplex nummularia. Donc, il est possible d’extraire
d’un hectare d’Atriplex 1100 kg de sel NaCl des couches superficielles du sol en une
année de culture (Franclet et Le Houerou, 1971). Des résultats similaires ont conduit
les chercheurs a penser que les halophytes pourraient étre cultivées sur des sols salins,
pour permettre la récupération des zones salés (Khan et al., 2000; Owens, 2001;
Keiffer et Ungar, 2002; Gerhardt et al., 2006 ; Ravindran et al., 2007).
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5. Les plantes du genre Atriplex
5.1. Origine et distribution

Le genre Atriplex appartient a la famille des Chenopodiaceae, il comprend pres
de 420 especes réparties dans les diverses régions arides du monde, les zones
tempéréees, méditerranéennes et subtropicales, entre 20° et 50° de latitude Nord et Sud
(Le Houérou, 1992b, 1993). En Algérie, I’Atriplex est spontané dans les étages
bioclimatiques semi-arides et arides. Les plus grandes superficies correspondent aux
zones dites steppiques (Batna, Biskra, Bousadda, Djelfa, saida, Tebessa et Tiaret)
(Pouget, 1980). Les zones arides et semi-arides sont les loges écologiques
préférentielles de la plupart des especes du genre Atriplex. Toutes ces especes
présentent des adaptations particulieres a ce type d'habitat. En effet, I’introduction
d’arbustes fourragers résistants a D’aridité est 1’un des moyens utilisés pour la
valorisation des sols dégradés. En raison de leur intérét écologique et pastoral, les
espéces du genre Atriplex ont particuliérement retenu I’attention des organismes
étatiques (Kinet et al., 1998). Les Atriplex sont les arbustes les mieux adaptés aux
régions arides et aux sols pauvres. La couverture d’Atriplex accroit considérablement
la perméabilité des sols et I’augmentation de drainage dans les horizons superficiels.

Elle permet la reconstitution d’un tapis végétal herbacé (Herrero, 1992).

5.2. L’Espece Atriplex nummularia

Atriplex nummularia L. appelée communément "Old Man Saltbush" (Malan,
2000), est une espece originaire d’Australie (Malan et Rethman, 1997 ; Quershi et
Barrett-Lennard, 1998). Elle est classée en premiére position pour la superficie
occupée (Le Houérou, 2000 ; Martinez et al., 2003). Atriplex nummularia a été
introduit en Afrique du Nord vers la fin du 19°™ siécle. Cette espéce a été souvent
utilisée particulierement a des fins ornementales et parfois pastorales. A. nummularia
est un arbuste dioique, peut atteindre une hauteur de 1 a 3 m et une largeur de 2,4 m
(Abou EI Nasr et al., 1996 ; Aganga et al., 2003) (Figure 8). Les individus femelles
sont plus feuillus que les males et perdent leurs feuilles plus tardivement. Les feuilles

sont alternées de couleur gris verdatre. Le feuillage est persistant mais la durée de vie
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des feuilles parait ne pas excéder un an. Les inflorescences femelles sont rassemblées

en épis feuillés (Figure 9).

Palmer et Ainslie (2002), signalent en plus de la tolérance a la sécheresse et a
la salinité déja évoquée, la résistance au froid (au-dessous de -10 °C). Il est
généralement admis cependant que cette espéce est moins résistante au froid
qu'Atriplex canescens et gu'elle ne convient pas trés bien en Afrique du Nord aux

altitudes supérieures a 1000 métre.

L’Atriplex nummularia peut également étre utilisé comme une ressource
alimentaire intéressante pour I’alimentation et la sauvegarde des animaux ¢élevés dans
des conditions difficiles. L’avantage de cet arbuste est qu’il est a usage multiple,
disponible sur pieds tout au long de I’année, génére une biomasse consommable
relativement importante et joue un role important au niveau de la lutte contre la
désertification. Sur le plan nutritionnel, il renferme des niveaux élevés d’azote et il est

pauvre en substances anti-nutritionnelles (tanins).

Figure 8 : Plantule régénéré (a) et plante adulte (b)
d’Atriplex nummularia (Cliché Badache, 2013)
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Figure 9 : Rameau feuillu avec inflorescence d’Atriplex

nummularia (Cliché Badache, 2013)

Atriplex nummularia L. est un halophyte présentant une photosynthése en CA4.
Néanmoins, les plantes en C4 possedent des caractéristiques anatomiques leur
permettant d'augmenter le taux de CO, dans les cellules photosynthétiques tout en
diminuant la transpiration (Wang, 2004). Vues en coupe, les feuilles des plantes en C4
contiennent deux types de cellules particuliéres, les cellules de la gaine fasciculaire
autour des faisceaux et les cellules du mésophylle autour des cellules de la gaine
fasciculaire. La physiologie des plantes en C4 leurs conférent une protection contre les
fortes températures (les enzymes thermosensibles se trouvant dans la gaine
fasciculaire) et une faible photorespiration (le taux de CO, étant suffisamment élevée
pour que le Rubisco ne fonctionne qu'en carboxylase) (Zhu et Meinzer, 1999). Les
plantes en C4 ont une meilleure efficience d'utilisation de I'eau que les plantes en C3

en conditions d'illumination et de température élevées (Broetto et al., 2007).

51



Chapitre I : Introduction Générale

6. Objectifs du travail

L'objectif principal de cette étude consiste a explorer le potentiel de
phytoextraction du Cd chez une espece xéro-halophyte peu étudiée Atriplex

nummularia L., dans un sol salin contaminé par le Cd.
Un intérét particulier a été porté a 1’étude des paramétres de croissance des

plantes et a certains mécanismes d’adaptation a savoir: ’accumulation et la

translocation du Cd entre les parties racinaires et aériennes.
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Chapitre 11. Matériel et Méthodes

Ce travail s’inscrit dans la perspective de tester si I’espéce halo-xérophyte
Atriplex nummularia L. qui est un arbuste vivace de métabolisme de type C4 présente,
en plus de sa résistance aux stress hydrique et salin, une résistance au stress
métallique. Notre étude a été réalisée a la fois au laboratoire de Biochimie de
I’Université de Khemiss Meliana et le laboratoire de Pédologie de I’Institut National

d’Agronomie (INA).

2.1. Conditions de culture

Les plantules d’Atriplex nummulariaL. (Chenopodiaceae), 4gés de deux mois
(collectés dans la région de Tademait dans la province de Djelfa (Algérie), sont
transférés individuellement dans des pots en plastique (21,5 cm de hauteur et 24 cm de
diametre) remplis avec la méme quantite de substrat (2/3 tourbe et 1/3 sable). L apport
en oligoéléments est assuré par une irrigation réguliere (une fois par semaine) de
solution nutritive d’Hoagland. Apreés deux semaines d’acclimatation sous serre, les
plantes ont été traitées pendant cing semaines avec différentes doses de chlorure de
sodium NaCl (0,2 et 6g/l) en présence ou non de chlorure de cadmium (CdCl,,20 uM).
Les plantes traitées ont été arrosées trois fois par semaine avec 200 ml de solution

contenant les différentes concentrations salines.
2.2. Le dispositif expérimental
Au début de I’expérimentation, les plantules ont été divisées en 6 groupes

expérimentaux avec 5 plantes par chague groupe de traitement. Le dispositif

expérimental est présenté dans le tableau 3.
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Tableau 3. Dispositif expérimental

Traitements Concentrations Cd Concentration de NaCl
en 20 uM en g/l
0/0 0 0
0/2 0 2
0/6 0 6
Cd/0 20 0
Cd/2 20 2
Cd/6 20 6

2.3. Techniques analytiques

2.3.1. Parameétres de Croissance

2.3.1.1. Détermination de la matiere seche

Au terme des traitements, les plantes ont été coupées et séparées en racines et
parties aeriennes. Chaque organe a eté pesé immédiatement pour la détermination de
sa matiére fraiche (MF). Les racines, préalablement rincées avec de I'eaudu robinetet
deux foisavec de l'eaudéminéralisée, et les parties aériennes sont placées dans une

étuve a 65°C pour la détermination de leur masse de matiére séche (MS).

2.3.1.2. Détermination de I’indice de succulence

L’indice de succulence est le rapport de matiere fraiche/matiere séche. Cette
succulence accrue permet la mise en réserve d’une importante quantité d’eau par
rapport a la surface de transpiration. La plante peut réduire sa transpiration en fermant
ses stomates. La réduction de la transpiration améliore I'état hydrique des tissus car les

racines continuent a absorber I'eau alors que la transpiration est réduite.
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2.3.2. Paramétres Physiologiques

2.3.2.1. Extraction et dosage des sucres solubles totaux

Les sucres solubles totaux ont été dosés par la méthode de Dubois et al. (1956),
elle consiste a mettre 100mg de matiére fraiche dans des tubes a essai contenant 2 ml
d’éthanol a 80%. On laisse a température ambiante pendant 48 heures. Au moment du
dosage, les tubes sont placés dans une étuve a 80°C pour faire évaporer I’alcool. Dans
chaque tube, on ajoute 20ml d’eau distillée. C’est la solution a analyser. Dans des
tubes a essai propres, on introduit 1ml de la solution a doser auquel on ajoute 1ml de
phénol a 5%. Les tubes sont soigneusement agités. On ajoute alors 5Sml d’acide
sulfurique concentré (96 %, d=1,89) a I’aide d’une burette dont le jet tombe
brutalement sur la surface du liquide. La température atteint alors environ 110°C.
Aprés une agitation rapide au vortex, les tubes sont maintenus pendant 45mn a 5°C.
Aprés un séjour de 30mn a I’obscurité, les mesures d’absorbance sont effectuées a une
longueur d’onde de 490 nm. Enfin, les concentrations (ng/g MF) sont calculées a partir

de I’équation déduite de la gamme d’¢talonnage.

2.3.2.2. Dosage des chlorophylles

Les chlorophylles ont été extraites et dosées a partir de 200 mg de feuilles selon
la méthode décrite par Harborne (1984). Des quantités de0,2gdes feuilles fraiches ont
été prélevés danschaqueplante, on les laveavecde I'eau distillée puis les mettre dans
des boites noires (pour éviter I’oxydation de la chlorophylle par la lumiere). La mesure
de la teneur enchlorophylles a été déterminée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a deux
longueurs d’ondes (648 et 664 nm). Les teneurs en pigments, exprimées en pg.ml™,
sont calculées a partir les équations suivantes:

Ca=13,36A g612 — 5,19A 4456
Cp=27,43A 486 —8,12A¢4-
C arb =5, 24A6p42 + 22,24A 6436

(Ca et Cb : Concentration en chlorophylles a et b ; C, . , : Concentration en
chlorophylle totale).
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2.3.3. Analyse de ’accumulation du cadmium

2.3.3.1. Détermination de la quantité de Cd excrétée sur la surface des

feuilles
La détermination de 1’excrétion du Cd sur la surface des feuilles a été réalisée
selon la méthode de Hagemeyer et Waisel (1988).La partie supérieure de la plante est
lavée avec 100 ml d’une solution d’acide nitrique 0,1 % (v/v) pendant 2 minutes. Une
telle procédure de rincage compléte a été appliquée afin de dissoudre tous les
composés sur la surface de la feuille et a I'intérieur des cryptes. Le dosage du Cd est
réalis€¢ par spectrométrie d’émission atomique (Perkin-Elmer Analyst 300) sur des

extraits préalablement filtrés.

2.3.3.2. Dosage du Cd accumulé par les plantes

La détermination de la quantité du Cd accumulée par les plantes d’Atriplex
nummularia a été réalisée selon la méthode décrite par Soon (1998). Le matériel
vegétal préalablement séché, pesé puis broyé,est soumis a une incinération a 1’aide
d’un four a moufle pendant 4 ou 5 heures a 600°C. Apres incinération et obtention
d’un résidu de couleur blanchatre, un volume standard (10 ml) d’une solution d’HCI
(2N) est ajouté a la cendre. La solution est ensuite diluée par ajout de 50 ml d’eau
distillée. Les mesures des concentrations en Cd ont été realisées par spectrométrie
d’émission atomique (Perkin-Elmer Analyst 300), sur des extraits préalablement

filtrés.

2.4. Analyse statistique

Les expériences ont été répétées au moins trois fois et les résultats sont
exprimés sous forme de moyennes = SD. Les différences entre les différents
traitements ont été déterminées par I’analyse de variance ANOVA. Ces analyses ont
été réalisées a I’aide du programme Statgraphics (Statgraphics Centurion XV version

15.2.14, StatPoint, inc., USA) et la normalité des échantillons a été verifiée.
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3.1. Parametres de croissance

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés en premier lieu a I’effet des
différentes concentrations de chlorure de sodium NaCl (0,2 et 6g/l) en présence ou non
de chlorure de cadmium (CdCl,, 20 uM), sur la croissance et le développement
d’Atriplex nummularia. Pour y parvenir, nous avons mesuré des parametres
biométriques tels que la longueur des tiges, longueur et volume des racines, I’indice de

succulence, la biomasse seche de la partie aérienne et souterraine.

3.1.1. Impact du cadmium sur la longueur moyenne des tiges d’Atriplex
nummularia L. en fonction de la salinité du milieu
Les résultats obtenus quant aux variations de la hauteur moyenne des plantules
d’Atriplex nummularia L. traitée par les différentes concentrations d’NaCl et en
présence ou non du Cd sont reportés dans la figure 10. On constate que les hauteurs
moyennes des plants augmentent progressivement en fonction des concentrations
salines et quel que soit le test appliqué et tout particulierement chez le traitement

(Cd/6) ou on enregistre une augmentation de plus de 43 % par rapport au témoin (0/0).
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Figure 10. Variation de la longueur moyenne des tiges en (cm) des plantes d'Atriplex nummularia L. cultivées
sur un sol pollué ou non par le cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de doses croissantes d’NaCl (0, 2 et 6
g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (+ SD).
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3.1.2. Impact du cadmium sur la longueur moyenne des racines d’Atriplex
nummularia L. en fonction de la salinité du milieu

Parallélement, la figure 11 qui représente, la variation de la croissance racinaire
des plantules d'Atriplex nummularia L. Cultivées sur un sol contaminé ou non par du
cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l),
montre que les traitements : Cd/0, Cd/2 et Cd/6 stimulent la longueur moyenne des

racines d’une maniere similaire équivalente a 29% par apport au témoin.
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Figure 11. Variation de la croissance racinaire en (cm) des plantules d'Atriplex nummularia L. cultivées sur un
sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l).
Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (+ SD).

3.1.3. Impact du cadmium sur le volume des racines d’Atriplex nummularia L. en
fonction de la salinité du milieu

D’aprés la figure 12, qui représente I’effet du Cd sur le volume des racines
d’Atriplex nummularia en présence ou non d’NaCl, présente des variations non
significatives pour I’ensemble des traitements a 1’exception du traitement (Cd/2) ou

on enregistre la plus grande valeur (5cm®) équivalente & 50% par apport au témoin.
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Figure 12. Variation du volume racinaireen (cm®) des plantules d'Atriplex nummularia L. cultivées sur un sol
pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l).
Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (+ SD).

En général et selon nos résultats (figures 10, 1let 12), les effets de stress
salin se manifestent généralement chez les halophytes par une stimulation de la
croissance jusqu’a un seuil qui difféere d’une espeéce a une autre et d’un organe a un
autre selon les conditions salines (nature et concentration du sel). En effet, au-dela de
ce seuil, le cadmium devient toxique et affecte négativement la croissance de la plupart
des végeétaux. Plusieurs études ont montré que la présence du cadmium dans le milieu
de culture peut se traduire, au-dela d’une certaine limite, par 1’apparition de
symptomes d’intoxication, accompagnées d’une inhibition de la croissance pondérale
des plantes (Ouariti et al., 1997 ; Djebali et al., 2002; Ghnaya et al., 2005; Zorrig
et al., 2010 ). Cette inhibition affecte beaucoup plus les organes aériens que racinaires
(Djebali et al., 2005). Ces effets toxiques sont dus a la vulnérabilité de plusieurs
processus physiologiques et biochimiques du cadmium et peuvent étre liés, entre
autres, a la perturbation de 1’équilibre de certaines hormones de croissance, notamment
I’auxine (Hasensteinet al., 1988). Il est important de noter que le cadmium n’affecte
pas la croissance de toutes les plantes avec la méme sévérité. Selon Manousaki et
Kalogerakis (2011), les halophytes sont potentiellement résistants non seulement aux

sels mais aussi aux métaux lourds et a d'autres contraintes.
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Bajji et al. (1998), rapportent que le taux de croissance relatif a la partie aérienne
décroit en réponse de 150 mM de NaCl alors que les racines ne sont pas affectées. Ce
qui confirme la nature halophile d’Atriplex halimus. Selon Osmond et al. (1980), les
halophytes comme Atriplex sp, montrent une stimulation de la croissance aux fortes
concentrations d’NaCl, cependant ces mémes concentrations sont inhibitrices chez les
glycophytes. Ashby et Beadle (1957), indiquent également que la croissance chez

Atriplex inflata et Atriplex nummularia est plus importante a 600mM de NaCl.

3.1.4. Impact du cadmium sur la biomasse d’Atriplex nummularia L. en fonction
de la salinité du milieu

Les plantes cultivées dans un environnement salin ont des parties aériennes
inférieures seches, un des symptomes de la toxicité au sel. Dans notre expérience, les
plantes d’Atriplex nummularia traitées avec 0, 2 et 6 g/l de NaCl en absence de Cd ne
développent aucun signe visible de toxicité au sel de sodium (non montré). La figure
13 représente la variation de la biomasse en matiere seche (MS) des parties aériennes
et racinaires d’Atriplex nummularia suite aux différents traitements (Série 0/NaCl :
0/0; 0/2 et 0/6 en absence de traitement au Cd, et série Cd/0; Cd/2 et Cd/6 en
présence de CdCl,20 pM). On observe que la matiere séche des parties racinaires n’est
pas affectée par le traitement salin seul, méme pour la plus forte concentration de NaCl
(0,73 g/plante en présence de 6 g/l de NaCl vs 0,58 g chez le témoin). Dans les parties
aériennes, le traitement salin a 2 g/l n’affecte pas la biomasse alors qu’une diminution
de celle-ci, de 53% environ, est observée apres un traitement a 6 g/l, passant de 8,64 ¢
de matiére seche (0/0) a 3,86 g (0/6). Lorsque le traitement salin est combiné au
traitement avec le Cd, une réduction drastique de la biomasse au niveau racinaire est
observée par rapport au traitement salin seul. La matiére séche varie de 0,73 g (0/6) a
0,298 g (Cd/6), soit une diminution de 59 %. Une réduction tout-a-fait similaire
apparait méme en absence du traitement salin. Contrairement aux parties racinaires, la
biomasse des parties aériennes a tendance a augmenter en présence de Cd. Elle passe
de 8,64 g (0/0) a4 17,53 g de matiére seche (Cd/0), de 8,64 g (0/2) a 14,95 g (Cd/2) en
présence de NaCl a 2 g/l, et de 3,86 g (0/6) a 9,85g pour la plus forte concentration de
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NaCl (Cd/6). En revanche, I’apport en sel a forte dose (6 g/l) affecte la biomasse qui
est alors de I’ordre de 3,86 g / plante, mais qui demeure cependant bien inférieure a la
valeur obtenue en présence de traitement au Cd (9,85 g). Il semble donc que la

présence de Cd améliore clairement la fitness d’Atriplex nummularia.
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Figure 13. Variation de la biomasse seche (g/plante) des parties aérienne et racinaire des plantes d'Atriplex
nummularia L. cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de doses
croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (+ SD).

En effet, I’ajout du Cd seul dans le milieu de culture améliore la production de
la biomasse. Des faibles concentrations de Cd agissent positivement sur la vitesse de
croissance et par conséquent sur la production de biomasse d’Atriplex nummularia qui
semble mieux résister a un stress Cd qu’une autre plante halophyte Tamarix
smyrnensis (Manousakiet al., 2008). Sbartai et al., (2008) et Zoughlami et al.,
(2006) ont mis en évidence ce méme phénoméne positif en expliquant le réle
synergique que pourrait jouer le Cd a faible concentration dans 1’amélioration de
I’absorption des oligoéléments chez Lycopersicum esculentum. En revanche, la
présence de Cd combinée a celle de NaCl diminue la biomasse, surtout aux plus fortes
concentrations salines. Ces valeurs restent toutefois supérieures a celles du contréle et
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du traitement salin seul et confirment donc ’effet positif du mélange Cd/NaCl sur la
fitness de la plante.

Enfin, D’effet toxique du traitement salin seul sur la production de biomasse
n’est visible qu’a la concentration de 6 g/l (102,6 mM), mais ne 1’est pas a la
concentration de 2 g/l (34 mM). Néanmoins, il semble qu’Atriplex nummularia soit
une plante halophyte plus sensible au NaCl que Sesuvium portulacastrum qui résiste a
des concentrations de 200 mM (11,3 g/l) et qui croit mieux dans ces conditions de
culture (Mariem et al., 2014). La croissance de Tamarix smyrnensis est peu affectée a
la concentration de 5 g/l et I’est énormément a la concentration de 30 g/l (532 mM)

(Manousaki et al., 2008).

3.1.5. Impact du cadmium sur P’indice de succulence chez Atriplex nummularia
L. en fonction de la salinite du milieu

L’indice de succulence (maticre fraiche/matiere seche) au niveau de la partie
racinaire augmente avec la concentration en NaCl (0,2 ; 6g /l) et en présence du CdCl,
(20 uM) (figure 14). 1l passe de 1,25 chez le témoin sans sel (0/0) a 5 pour les plantes
cultivées dans le milieu contenant du NaCl (6g/l) combiné avec le CdCl,(20 uM),
c’est-a-dire le traitement (Cd/6).Cependant, au niveau de la partie aérienne, I’indice de
succulence augmente chez les traitements avec stress salin et en absence de pollution
métallique dans le milieu de culture par rapport au témoin, allant de 1,54 pour le
traitement (0/0) a 3,94 pour le traitement (0/6). Puis il diminue progressivement chez

les traitements salins et en présence de cadmium (Cd/0, Cd/2, Cd/6) (figure 14).
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Figure 14.Variation de I’indice de succulence (MF/MS) des parties aérienne et racinaire des plantes d'Atriplex
nummularial. cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,), en présence de doses
croissantes de NaCl (0,2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (£ SD).

Le calcul de I’indice de succulence (matiére fraiche/matieére séche) au niveau de
la partie racinaire, montre que celui-ci augmente avec la concentration en sel et en
préesence du cadmium, alors qu’il varie faiblement pour la partie aérienne. Cette
succulence accrue permet la mise en réserve d’une importante quantit¢ d’eau par
rapport a la surface de transpiration (Touchette, 2006). La plante peut réduire sa
transpiration en fermant ses stomates. La réduction de la transpiration améliore I'état
hydrique des tissus car les racines continuent & absorber I'eau alors que la transpiration
est réduite. La signalétique du contrble stomatique fait intervenir des messages de type
chimique qui transitent entre les racines et les feuilles par la seve xylémienne, en
particulier le pH de la seve (Wilkinson et Davies, 1997) et la concentration d'une
hormone végétale (l'acide abscissique) synthétisée par les organes en desséchement
(Janicka-Russak et Klobus, 2007). Les plantes qui synthétisent cette hormone
gardent un état hydrique plus favorable et survivent plus longtemps au stress salin
(Limiting et Zhu, 2003). La fermeture, méme partielle, des stomates au cours de la
journée limite instantanément les pertes en eau par transpiration, évite la
déshydratation de la plante et, a plus long-terme, préserve la réserve hydrique de la
plante, contribuant ainsi a stabiliser le rendement. Cependant, le flux de transpiration

étant indissociable du flux d'absorption du CO,, une diminution de la conductance des
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stomates limite directement [l'assimilation carbonée et réduit ainsi I'efficience
instantanée de la transpiration (Debez et al., 2006).En situation d'alimentation
hydrique insuffisante, la production par les racines de signaux chimiques controlant
I'ouverture stomatique a été démontrée chez de nombreuses halophytes (He et
Cramer, 1996 ; Lu et al., 2002).

3.2. Parametres physiologiques

3.2.1. Impact d’un traitement au cadmium associé a un stress salin sur la
synthése chlorophyllienne chez Atriplex nummularia L.

La figure 15 montre que le traitement salin seul perturbe la teneur en
chlorophylles totales qui diminue en fonction des concentrations croissantes de NaCl.
Cette diminution peut atteindre 48 % a la plus forte concentration (6 g/l) de NaCl
(0,85 mg/g de matiére fraiche vs 1,63 mg/g chez le témoin). Cette diminution est
essentiellement liée a une réduction de la teneur en chlorophylle a (Figure 15). Les
valeurs de la teneur en chlorophylle b varient peu, quelle que soit la concentration en
NaCl. Par contre, en présence de Cd, la plante semble étre protégée, les teneurs en
chlorophylles sont moins affectées et cela est particuliérement visible en présence de la

concentration de 6 g/l en NaCl.
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Figure 15. Variations des teneurs en chlorophylles a, b et totales (mg/g) dans les feuilles d*Atriplex nummularia
cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de concentrations croissantes
de NaCl (0,2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (+ SD).

La diminution de la quantité des chlorophylles est un symptome de toxicité chez
les plantes. Une telle diminution provoquée par le stress cadmigue a été observée chez
les plantes halophytes Tamarix smyrnensis (Kadukova et al., 2008) et Mesembryanthe
mumcrystallinum (Ghnaya et al., 2005). Durant notre expérimentation, la diminution
du taux de chlorophylle n’est observée qu’en présence de NaCl, alors que la présence
de Cd et du mélange Cd/NaCl améliorent ce méme taux. Ceci confirme une fois de
plus le réle positif des faibles concentrations de Cd sur la plante Atriplex nummularia.
Ce qui est a relier avec les observations faites précédemment sur la croissance de la
plante. Sesuvium portulacastrum est une autre plante halophyte qui semble étre

également tolérante au Cd (Ghnaya et al., 2005, Mariem et al., 2014).
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3.2.2. Impact d’un traitement au cadmium associé a un stress salin sur la teneur

en sucres solubles chez Atriplex nummularia L.

La figure 16 représente la variation de la teneur en sucre soluble des parties
aériennes et racinaires d’Atriplex nummularia suite aux différents traitements (Série
0/NaCl : 0/0 ; 0/2 et 0/6 en absence de Cd et série Cd/0 ; Cd/2 et Cd/6 en présence de
20 uM CdCl,). L’addition d’une forte concentration de NaCl (Cd/6) au milieu de
culture et en présence de CdCl, (20 uM) produit une forte variation de la teneur en
sucre, avec une augmentation de plus de 150 % par rapport au témoin chez la partie
aérienne ou la teneur passe de 0,018 g/g MS pour le témoin a 0,054 g/g MS pour le
traitement (Cd/6). En revanche, aucune modification de la teneur en sucres solubles
dans la partie racinaire n’est observée en présence de cadmium ou/et d’NaCl en

comparaison avec le témoin (figure 16).
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Figure 16. Evolution des teneurs en sucres solubles totaux des tissus de la partie aérienne et de la partie racinaire
des plantules d'Atriplex nummularia cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en
présence de concentrations croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois
répétitions (+ SD).
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L’accumulation des sucres solubles dans les feuilles a été largement rapportée
comme une réponse au stress salin et /ou métallique. En effet, chez plusieurs espéces
halophytes, comme Suaeda physophora (Song et al., 2006b) et Kochia prostrata
(Karimi et al., 2005), ces études ont montré que I’ajout du sel dans le milieu de
culture entraine une augmentation de ces solutés au niveau de la plante. Les sucres
solubles participeraient au phénoméne d’ajustement osmotique (Arbona et al., 2005).
Les sucres accumulés viennent essentiellement de I’hydrolyse des réserves d’amidon
ou du blocage de la glycolyse (Hare et al., 1998). Dubey et Singh (1999) ont observé
une dégradation de I’amidon accompagnée d’une augmentation des teneurs en sucres
solubles qui peut étre attribuée a une augmentation de [’activité de 1’amidon
phosphorylase, a celle du glucose phosphatase synthétase et a une diminution de
I’activité de 1’invertase. Pareillement, I’accumulation des sucres solubles peut étre
aussi due a la présence des métaux lourds dans le milieu de culture, a I’exemple de ce
qui a été rapporté, pour I’arsenic, par Jha et Dubey (2004), résultat d’une altération
des activitésenzymatiques notamment I’invertase acide, le saccharose synthase et
I’amidon phosphorylase. Costa et Spitz (1997) observent également une perturbation
de la teneur en glucides solubles sous I’effet du Cd qui résulterait de I’action des
radicaux libres produits. Une augmentation de la photosynthése parait en effet peu
vraisemblable pour se rendre compte de I’augmentation des sucres solubles observée,

le Cd produisant un abaissement de 15 % de la teneur en pigments.

3.3. Analyse de ’accumulation du cadmium

L’accumulation de cadmium a été évaluée, d’une part, a travers les mesures de
teneurs en cadmium des racines et des parties aériennes et, d’autre part, a travers la
détermination de la proportion de cadmium accumulé dans les parties aériennes par
rapport a la quantité totale de cadmium absorbé par la plante. La détermination de
cette derniére variable avait pour objectif de se rendre compte de la capacité de

translocation du cadmium des racines vers les parties aériennes.
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3.3.1. Accumulation du cadmium chez Atriplex nummularia L. en fonction de la

salinité du milieu

Nos résultats montrent que I’ajout de 20 uM de Cd dans le milieu de culture en
absence de chlorure de sodium augmente la quantité du métal dans les parties
aériennes, qui passe de 0,31 a 0,59 pg/g MS (2 fois la valeur du témoin), alors que
dans les racines, la quantité de Cd accumulée passe de 0,48 a 0,57 pg/g de MS
(Tableau 4). Dans notre expérience, les cultures ont été irriguées avec de I’eau du
robinet qui s’est averée étre contaminee par le Cd, ce qui explique la présence de Cd
dans les cultures en absence théorique de Cd (0/0 ; 0/2 et 0/6). Nous observons que
I’addition du NaCl avec le Cd dans le milicu de culture modifie I’accumulation de ce
dernier dans la plante. En effet, les teneurs endogénes en Cd augmentent dans la plante
avec I’augmentation de la teneur exogéne de la salinité. Cet effet est plus prononcé
dans les parties aériennes avec une accumulation maximum de 1,07 pg/g de MS par
rapport aux parties racinaires ou I’accumulation du Cd est constante, équivalente en

moyenne a 0,52 pg/g de MS.

En outre, le tableau 4 montre que la salinité affecte de maniere significative la
translocation du Cd des racines vers les parties aériennes d’Atriplex nummularialL.
(rapport A/R). Ce rapport évolue de 1,04 pour le traitement sans sel (Cd/0) a 1,48 chez
le traitement avec 2 g/l du sel (Cd/2), pour finalement atteindre la valeur de 1,88 chez
les plantes traitées avec 6 g/l de NaCl (Cd/6). Les mémes observations ont été
enregistrées en mesurant la quantité totale de Cd dans la plante (Tableau 4).
Effectivement, I’ajout du Cd dans le milieu de culture en absence de sel fait augmenter
son accumulation dans les parties aériennes ou sa valeur est de 10,34 pg largement
supérieure au témoin (2,68 pug). Ces valeurs sont légerement améliorées en présence de
NacCl ou I’accumulation totale de Cd atteint 10,82 pg au cours du traitement (Cd/2) et
10,85 pg a la plus forte concentration (Cd/6). Contrairement aux parties aériennes, son
accumulation dans les racines reste inchangee quelles que soient les concentrations de

NaCl dans le milieu de culture.
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Chez les plantes, la salinité est un facteur clé dans la translocation des métaux des
racines vers les parties aériennes. Notre étude montre que I’accumulation de Cd dans
les feuilles d’Atriplex nummularia augmente en fonction des concentrations

croissantes de NacCl.

Tableau 4 : Dosage du cadmium dans les tissus d’Atriplexnummularia cultivé pendant cing semaines sur un sol
contaminé ou non par 20 UM de Cd en présence de doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaquevaleur
représente la moyenne de répétitions individuelles = SD. Les valeurs suivies par les mémes lettres ne sont pas
significatives.

Teneur en Cd (ug/g MS) Cd Total (ug)

Traitements

Partie aérienne Partie racinaire Rapport Partie aérienne Partie racinaire

(A) (R) AR
Cd:0;NaCl:0 0,31+0,11*  0,48+0,10° 0,65 2,679+0,07 0,280 +0,02
Cd: 0; NaCl : 2g/I 0,46 +£0,29° 0,26+0,18° 1,77 3,975+0,18 0,185 +0,03
Cd:0; NaCl: 6 g/l 0,13 +0,01° 0,230,12° 1,57 0,532+0,01 0,168 +0,01
Cd 20 pM ; NaCl: 0 0,59 +0,12° 0,57+0,11° 1,04 10,344+0,17 0,185+ 0,01
Cd 20 pM ; NaCl : 29/l 0,71 + 0,44 0,48+ 0,17 1,48 10,823+0,73 0,153+ 0,01
Cd 20 pM ;NaCl : 6 g/l 1,07 +0,38° 0,57+ 0,17 1,88 10,857 + 0,63 0,182 +0,01

Nos résultats différent de ceux de Mariem et al., (2014) obtenus avec Sesuvium
portulacastrum qui montrent que chez cet halophyte la concentration de Cd
n’augmente pas lorsque la concentration saline augmente dans le milieu de culture.
Chez Sesuvium portulacastrum, le sel empéche la translocation du Cd vers les parties
aériennes. Des données similaires ont également été observées avec le plomb chez
Atriplex halimus (Kadukova et al., 2007). Par contre, le comportement d’Atriplex
nummulariase rapproche de celui de I’orge. En effet, Wahla et Kikham (2008) ont
montré que chez ’orge la translocation du Cd dans les feuilles est plus élevée en
présence qu’en absence de NaCl dans le sol. Il apparait clairement que le

comportement du Cd et notamment sa translocation différe d’une espece a 1’autre.
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Cependant, d’autres expériences doivent étre envisagées avec 1’utilisation de
concentrations plus importantes de Cd afin de voir si Atriplex nummularia est capable
d’accumuler autant de Cd que Sesuvium portulacastrum qui 1’accumule a des
concentrations supérieures a 100 ug / g de feuilles qui sont celles trouvées chez les

plantes accumulatrices de métaux (Kraemer, 2010 ; Mariem et al., 2014).

3.3.2. Détermination de la quantité de cadmium excretée a la surface des feuilles

d’Atriplex nummularia L.

La figure 17 illustre I’excrétion du Cd a la surface des feuilles en fonction des
différents traitements effectués. Cette excrétion augmente au fur et a mesure que la
concentration en NaCl augmente. Elle passe de 5,26 ug (Cd/0) pour atteindre un

maximum de 20,57ug a la plus forte concentration de NaCl (6 g/l NaCl) (Cd/6).
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Figure 17. Quantité du Cadmium excrétée a partir du tissu des feuilles d’Asriplex nummularia traitées avec
20uM de Cd en présence de concentrations croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la
moyenne de trois répétitions (£SD).
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Chez de nombreuses especes d’halophytes, la résistance au stress salin est
associée a la présence d’organes spécialisés tels que les poils vésiculaires (trichomes)
et les glandes excrétrices a la surface des feuilles qui leur donnent un aspect blanchatre
plus ou moins luisant (Malcolm et al., 2003 ; Manousaki et al., 2011). Ces structures
anatomiques sont spécialisées dans 1’élimination du Na® qui arrive au niveau des
feuilles, a travers le xyléme, puis au niveau du mésophylle. Le Na* est emmagasiné
dans ces trichomes avant qu’il ne soit excrété par la dégénérescence de ces derniers,
empéchant ainsi I’accumulation toxique de ce cation dans les tissus foliaires (Barhomi
et al., 2007). Cependant, ila étéconstaté que les glandes excrétrices des plantes du
genre Tamarix aphyllaou smyrnensis ne sont pas sélectives. En effet, lacomposition
desselssécrétéspar les feuilles de cette plante varie en fonction de lacompositiondu
milieu et peut contenir des métaux tels que le Cd (Hagemeyer et Waisel, 1998 ;
Manousaki et al., 2008 ; Storey et Thomson, 1994). Notre étude confirme cette
hypothése Atriplex nummularia excréte le Cd qui est associé aux cristaux de la surface
des feuilles. Par ailleurs, I'excrétion du Cd accroit avec I'augmentation de la salinité du
milieu. La concentration du Cd excrété par 1’halophyte cultivé sur milieu contaminé et
salin (2g/l de NaCl) est six fois (=6) plus élevée que celle des plantes cultivées sur

milieu pollué non salin.

L’excrétion des métaux a la surface des feuilles est sans doute un des moyens
qui lui permet de résister au stress métallique (Manousaki et al., 2008). Toutes ces
caractéristiques font d’Atriplex nummularia une plante candidate pour son utilisation

dans des stratégies de phytoremédiation.
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La prise de conscience du mauvais état sanitaire des sols conduit évidemment a
la question de savoir quels sont les risques, pour la santé publique et pour les
¢cosystemes, dans chaque situation de pollution. D’une fagon générale, la notion de
risque inhérent & un polluant quelconque est intimement liée a sa possibilité de

transfert vers 1’organisme cible.

Concernant les métaux lourds, leurs effets sur les écosystemes locaux et les
mécanismes de leur transfert, du sol aux organismes vivants (notamment les plantes),
sont encore mal compris. Il est donc tres difficile de prévoir leurs effets a long terme,
de modéliser le devenir des polluants d’un site contaminé, d’en évaluer les risques et

donc de choisir une stratégie de remédiation.

La phytoremédiation constitue une nouvelle approche permettant de dépolluer
les sols contaminés par 1’utilisation de plantes. Parmi les différents aspects possibles
de cette méthode, figure la phytoextraction basée sur I’absorption et I’accumulation du
polluant dans les parties aériennes. Pour étre efficace, il est nécessaire de disposer de

plantes présentant un potentiel adaptatif conséquent et une biomasse élevee.

Cependant, I’obtention d'un répertoire de génes jouant un réle important dans la
tolérance des plantes aux métaux lourds afin de développer, a plus longs termes, une
approche biotechnologique de phytoremédiation et plus précisement de
phytoextraction qui consisterait en particulier a produire des plantes susceptibles
d'accumuler, en grandes quantités, des métaux lourds. Le but étant d'utiliser de telles

plantes pour la dépollution des sols contaminés.

Ce travail s’inscrit dans la perspective de tester si 1’espéce halo-xérophyte
Atriplex nummularia L. qui est un arbuste vivace de métabolisme de type C4 présente,
en plus de sa résistance aux stress hydrique et salin, une résistance au stress

métallique.
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Nos résultats montrent qu’un traitement salin combiné a la présence de Cd
améliore la production de la biomasse ainsi que la fitness de la plante Atriplex
nummularia L. En revanche, la salinité affecte de maniére significative 1’accumulation
et la translocation du Cd des racines vers les parties aériennes de la plante. Néanmoins,
le niveau de toxicité du Cd dans les feuilles des plantes n'est pas atteint; ceci suggére
que I’A. nummularia utilise un mécanisme d’exclusion afin d'éliminer I'excés des
métaux de ses tissus sensibles comme un mécanisme possible de détoxication.
L’'excrétion du métal augmente avec I'augmentation de la salinité, ce qui confirme le
fait que les glandes excrétrices d’A. nummularia ne sont pas selectives, et la
composition des sels sécrétés est liée a la composition du milieu racinaire. Finalement,
I’espéce xéro-halophyte Atriplex nummularia L. pourrait étre une nouvelle plante
candidate susceptible d’étre utilisée dans le domaine de la phytoremédiation. Ces
plantes pourraient constituer un modele intéressant pour 1’étude des mécanismes
d’exclusion du métal mais également étre utilisées pour la culture sur des sols
contaminés en métaux. Ceci contribuerait a éviter le risque de contamination de la
chaine alimentaire, via la consommation de fourrage par les animaux ou la

consommation directe par I’homme.
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En perspective :

Au terme de cette étude, plusieurs points restent a développer. Il serait en effet
intéressant d’élargir notre spectre d’étude pour mieux apprecier le phénoméne de
phytoextraction en tenant compte du choix de la gamme de concentration concernant
les deux éléments de stress a savoir : le chlorure de sodium et le chlorure de cadmium
et une étude caractéeristique plus approfondie du genre Atriplex vis-a-vis des
contraintes climatiques (sécheresse et salinité) afin de confirmer le potentiel adaptatif

de la plante face au stress métallique et par conséquent sa fitness.

Une telle étude devrait ainsi étre réalisée sur d’autres végétaux afin d’effectué
un screening de ces plantes vis-a-vis du stress cadmique ou meétallique (cas de

mixture).

L’utilisation d’autres modéles biologiques tels que les algues et les plantes
aquatiques nous permettrons d’identifier des mod¢les sentinelles comme solution a la

bioremédiation des eaux.
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ANNEXE 2 : Photos de station d’expérimentation

A. Vu général de la serre
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B. Plantes d’Atriplex nummularia, a prés C. Plantules d’Atriplex nummularia a la
cing semaines de traitement premiére semaine de traitement
(fin de traitement) (début de traitement)



ANNEXE 1 : Tableaux d’analyse de la variance (ANOVA)

1. Variation de la biomasse séche (g/plante) des parties aérienne et racinaire de plantes d'Atriplex
nummularia L. cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de

doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (£
SD).

e  partie aérienne

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 390,154 5 78,0308 4,81 0,0121
Intra- 194,799 12 16,2332
groupes
Total (Corr.) 584,953 17

e  partie racinaire

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 0,62764 5 0,125528 9,83 0,0006
Intra- 0,153224 12 | 0,0127687
groupes
Total (Corr.) 0,780864 17

2. Variation de I’indice de succulence (MF/MS) des parties aérienne et racinaire de plantes d'Atriplex
nummularia L. cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,), en présence

de doses croissantes de NaCl (0,2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions
(x SD).

e  partie aérienne

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 48,0805 5 9,6161 8,02 0,0001
Intra- 33,5635 28 1,1987
groupes
Total (Corr.) 81,644 33

e  Dpartie racinaire

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 64,1204 5 12,8241 17,23 0,0000
Intra- 8,93207 12 0,744339
groupes
Total (Corr.) 73,0525 17




3. Variations des teneurs en chlorophylles a, b et totales (mg/g) dans les feuilles d'Atriplex nummularia
cultivées sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en présence de concentrations
croissantes de NaCl (0,2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions (+ SD).

e  chlorophylles a

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 0,7961 7 0,113729 2,32 0,0779
Intra- 0,78592 16 0,04912
groupes
Total (Corr.) 1,58202 23
e chlorophylles b
Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes|  0,00146606 7 | 0,000209437 2,26 0,0843
Intra- 0,00148527 16 | 0,0000928293
groupes
Total (Corr.) 0,00295133 23
e  chlorophylles totales
Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 1,37321 7 0,196173 1,54 0,2253
Intra- 2,04465 16 0,12779
groupes
Total (Corr.) 3,41786 23

4.Evolution des teneurs en sucres solubles totaux des tissus de la partie aérienne et de la partie racinaire de
plantules d'Atriplex nummularia cultivés sur un sol pollué ou non par du cadmium (20 uM de CdCl,) en

présence de concentrations croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de trois
répétitions (+ SD).

e  partie aérienne

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes|  0,00284867 3 | 0,000949556 0,93 0,4715
Intra- 0,00821 8 | 0,00102625
groupes
Total (Corr.) 0,0110587 11
e  partie racinaire
Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 0,000017 3 | 0,00000566667 0,78 0,5367
Intra- 0,000058 8 0,00000725
groupes
Total (Corr.) 0,000075 11




5.Dosage du cadmium dans les tissus d’Atriplex nummularia cultivé pendant cing semaines sur un sol
contaminé ou non par 20 UM de Cd en présence de doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaquevaleur
représente la moyenne de répétitions individuelles + SD. Les valeurs suivies par les mémes lettres ne sont pas
significatives.

e  partie aérienne

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 1,63791 5 0,327582 4,31 0,0177
Intra- 0,911333 12 0,0759444
groupes
Total (Corr.) 2,54924 17

e  partie racinaire

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 0,345517 5 0,0691033 3,25 0,0439
Intra- 0,255333 12 | 0,0212778
groupes
Total (Corr.) 0,60085 17

6.Quantité total du Cd (ug) dans la partie racinaire et la partie aérienne dans les tissus d'Atriplex
nummularia cultivé pendant cing semaines sur un sol contaminé ou non par 20 uM de Cd en presence de
doses croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaquevaleur représente la moyenne de répétitions individuelles +
SD. Les valeurs suivies par les mémes lettres ne sont pas significatives.

e  partie aérienne

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 273,964 5 54,7927 3,77 0,0206
Intra- 217,797 15 14,5198
groupes
Total (Corr.) 491,76 20

e  partie racinaire

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 0,277924 5 0,0555849 2,60 0,0696
Intra- 0,32114 15 | 0,0214093
groupes
Total (Corr.) 0,599064 20




7. Quantité du Cadmium excrétée a partir du tissu des feuilles d Atriplex nummularia traités avec 20 UM de

Cd en présence de concentrations croissantes de NaCl (0, 2 et 6 g/l). Chaque valeur représente la moyenne de
trois répétitions (£SD).

Source Somme des carrés| Ddl | Carré moyen F Probabilité
Inter-groupes 24,7027 4 6,17567 22,00 0,0001
Intra- 2,80667 10 0,280667
groupes
Total (Corr.) 27,5093 14
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Abstract

This work is in the perspective to test if the species halo-xerophyte Atriplex nummularia L. which is a perennial
shrub type C, metabolism present in addition to its water resistance capacity and salt stress, a resistance metal
stress. Atriplex nummularia plants were exposed to a mixture of cadmium (20 microM) and a range of
increasing concentrations of NaCl [0; 34.2 mm (2 g / 1) and 102.6 mm (6 g / 1)]. After the analysis of
physiological parameters such as dry matter and the amount of total chlorophylls, it has interested to become of
the metal in the plant. Again, it has determined the amount of cadmium accumulated in the different organs of
the plant and the amount excreted by the leaves. The results obtained show that Atriplex nummularia plant salt
tolerance can also accumulated the cadmium. While the cadmium content of roots does not vary regardless of
amount of NaCl present in the medium, these of leaves increases with the addition of salt and proportionally to
the amount of NaCl in the medium. Cadmium excretion by excretory glands present in these leaves was observed
and quantified. This characterization of the properties of completely original Atriplex nummularia vis-a-vis
cadmium allows to be considered this xero-halophytic plant as a new potential candidate for the use in
phytoremediation strategies of soil contaminated with heavy metals and more precisely "phytoextraction".
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Introduction

Reconciling the development of human activities and
respect for the environment is a major issue. The
taking into account the late consequences caused by
human activities has led to the accumulation of toxic
substances, disrupting the fragile balance many
ecosystems. Since early of the industrial revolution,
pollution of the environment, including soil, is
accelerated dramatically (Yanai et al., 2006). Among
the substances that contribute to anthropogenic
pollution of the biosphere, trace metals are among the
most toxic, four of them are among the top ten of the
pollutants 'Priority List of Hazardous Substances'
established by The Comprehensive Environmental
Response, compensation, and Liability Act (CERCLA,
http://www.atsdr.cdc.gov/SPL/index.html).

Cadmium (Cd), seventh in this list is a relatively rare
heavy metal in the ecosystem (McBride, 1995) and
particularly toxic to humans. (Moulis et al., 2014)
Numerous studies have shown that the presence of
trace metal elements and more particularly the Cd in
the culture medium can translate, beyond a certain
limit by the appearance of signs of toxicity, along with
a inhibition of the weight of plant growth, a reduction
in photosynthetic activity and reduced absorption of
nutrients (Zhou and Qiu, 2005; Clemens, 2006;
Verbruggen et al., 2009; DalCorso et al., 2013). The
use the approach 'omics' has also enabled to
demonstrate or confirm the cellular and molecular
mechanisms disturbed or exacerbated by metal trace
elements and particularly Cd (, Herbette et al., 2006;
Le Lay et al., 2006; Sarry et al., 2006; Villiers et al,,
2011; Doustaly et al., 2014; Ovecka and Takac, 2014).
Heavy metals are non-biodegradable components and
must therefore be extracted from the polluted sites if
it is desired to remove. As well, phytoremediation,
recent technique inexpensive of depollution, uses
plants to decontaminate polluted soil (Salt et al,
1998; Pilon-Smits, 2005, Vangronsveld et al., 2014).
Phytoextraction consist, in particular, to extract the
metal compounds bioavailable, present in soils for to
store in the aerial parts of the plant. Some plants, say
metallophytes are particularly interesting because

they are able to develop normally in highly
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contaminated sites by various metals. Some of these
plants, qualified hyperaccumulators, are able to store
large quantities of metals in their aerial parts (Bani et
al., 2007, Montarges-Pelletier, 2008; Kraemer,
2010). The levels may be higher than 100 pg.g* of dry
matter for the Cd, above 1000 for arsenic, cobalt,
copper, lead, nickel, selenium and above 10000 to the

manganese and zinc. (Kraemer, 2010).

Other plant species were also tested for their ability to
accumulate metals. This is the case of field crops such
as sunflower (Helianthus annuus), maize (Zea mays),
tomato (Lycopersicon esculentum), potato (Solanum
tuberosum) and rapeseed (Brassica napus) (Baghour
et al., 2001, Rossi et al., 2002, Zoghlami et al., 2006;
Vamerali et al., 2010; Sbartai et al., 2012). These
plants are not able to accumulate the metals as much
as hyper accumulating plants but, given their large
biomass, some are also used in phytoremediation
strategies. (Vamerali et al., 2010) Recent studies
suggest that salt-tolerant plants can also be useful in
this decontamination strategy salty soils polluted or
not (Lutts et al., 2004; Kadukova and Kalogerakis,
2007, Kadukova et al., 2008; Manousaki et al., 2008,
Manousaki and Kalogerakis, 2011). Preliminary works
in various areas of Tunisia have shown that saline
depressions colonized by halophytes species are often
the sites of accumulation of rich industrial effluents
Cd, nickel and lead (Nouari et al., 2002; Ghnaya et

al., 2005, Manousaki and Kalogerakis, 2011).

The main objective of this study was to explore the
potential for phytoextraction of Cd in a xero-
halophyte species Atriplex nummularia L. little
studied in saline soil contaminated with Cd.
Particular attention was paid to the study of plant
growth parameters and distribution of Cd between

the root and aerial parts.

Materials and methods
Culture conditions
Seedlings of Atriplex nummularia L.
(Chenopodiaceae), aged two months ( collected in
Tademait region, of Djelfa province, Algeria) are

transferred individually in plastic pots (21.5 cm high
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and 24 cm diameter) filled with the same amount of
substrate (2/3 1/3 peat and sand). The intake of trace
elements is ensured by regular irrigation (once a
week) Hoagland nutrient solution. After two weeks of
acclimatization in a greenhouse, the plants were
treated for five weeks with different doses of sodium
chloride NaCl (o, 2 and 6 g / 1) in the presence or not
of cadmium chloride (CdCl2, 20 microM). Treated
plants were watered three times a week with 200 ml

of solution containing different salt concentrations.

Analytical Techniques

Determination of dry matter

After treatments, the plants were cut and separated
into roots and shoots. Each organ was weighed
immediately to determine its fresh material (MF). The
roots, previously rinsed with tap water and twice with
deionized water, and the aerial parts are placed in an
oven at 65 ° C for the determination of their mass of
dry matter (DM).

Determination of chlorophylls

Chlorophylls were extracted and assayed from 200
mg of leaves as described by Harborne. (Harborne,
1984) Measuring the chlorophyll content was
determined using a spectrophotometer at two

wavelengths (648 and 664 nm).

Determining the amount of Cd excreted on the sheet
surface

Determining the excretion of Cd on the sheet surface
was performed according to the method of
Hagemeyer and Waisel (Hagemeyer and Waisel,
1988). The upper part of the plant is washed with 100
ml of a nitric acid solution, 0.1% (v / v) for 2 minutes.
Such a complete flush procedure was applied in order
to dissolve all the compounds on the surface of the
sheet and within the crypts. The dosage of Cd is
carried by atomic emission spectrometry (Perkin-

Elmer Analyst 300) on extracts filtered beforehand.

Determination of Cd accumulated by plants

Determining the amount of Cd accumulated by the
plant Atriplex nummularia was performed according
to the method described by Soon (Soon, 1998). The
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previously dried plant material, weighed and then
ground, is subjected to incineration with a muffle
furnace for 4 or 5 hours at 600 ° C. After incineration
and obtaining a whitish residue, a standard volume
(10 ml) of a solution of HCI (2N) is added to the ash.
The solution is then diluted by adding 50 ml of
distilled water. Measurements of Cd concentrations
were performed by atomic emission spectrometry
(Perkin-Elmer Analyst 300), filtered
beforehand.

extracts

Statistical analysis

The experiments were repeated at least three times
and the results presented are expressed as mean + SD
calculated lower probability threshold or equal to
95%. The meaning of differences between control and
treated plants to Cd and / or salt was determined
using the Fisher test (LSD). These analyzes are
performed using the Statgraphics program at P <0.05
XV Version 15.2.14,

(Statgraphics Centurion

StatPoint, inc., USA).

Results and discussion

Impact of cadmium biomass Atriplex nummularia L.
according to the salinity of the medium

Plants grown in a saline environment have lower dry
aerial parts which are one of the symptoms of the
toxicity salt. In our experience, Atriplex nummularia
plants treated with 0, 2 and 6 g/1 NaCl in the absence
of Cd develop no visible sign of toxicity sodium salt
(not shown). Fig. 1 shows the variation of biomass dry
matter (DM) shoot and root Atriplex nummularia
following the different treatments (Series o/NaCl:
0/0, 0/2 and 0/6 in the absence of treatment Cd and
serial cd/o; cd/2 and cd/6 in the presence of 20
microM CdCl.). We observe that the dry matter of
root portions is not affected by the salt treatment
alone, even for the highest concentration of NaCl
(0.73 g / plant in the presence of 6 g /1 NaCl 0.58 g vs
in the witness). In the aerial parts, the saline
treatment to 2 g / 1 does not affect biomass whereas a
reduction of the latter about 53% was observed after
treatment with 6 g / 1, from 8.64 g dry matter (0/0) to
3.86 g (0/6). When the saline treatment is combined

with treatment with Cd drastic reduction of biomass
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to the root level is observed compared to saline
treatment single. The dry matter ranges from 0.73 g
(0/6) to 0.298 g (Cd / 6) a decrease of 59%. An
entirely similar reduction appears even without saline
treatment. In contrast to root parts, the biomass of
the aerial parts tends to increase in the presence of

Cd. She spends 8.64 g (0/0) to 17.53 g of dry matter
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(Cd/0), 8.64 g (0/2) 14.95 g (Cd/2) in the presence of
NaCl 2 g/1 and 3.86 g (0/6) to 9,85g for the highest
concentration of NaCl (Cd / 6). However, the intake
of high doses salt (6 g / 1) affects the biomass that is
then of the order of 3.86 g / plant but which remains
well below the value obtained in the presence of Cd

treatment (9.85 g).

Table 1. Determination of cadmium in Atriplex nummularia tissues cultivated for five weeks in contaminated

soil or not with 20 uM Cd in the presence of increasing amounts of NaCl (0, 2 and 6 g / 1). Each value represents

the mean +SD of individual repetitions. Values followed by the same letters are not significant.

Treatments Content Cd (ug/g MS) Cd Total (ug)
Aerial part Root part Ratio Aerial part Root part
(A) (R) A/R (A) (R)

Cd:o;NaCl: o 0,31 £ 0,112 0,48+0,102 0,65 2,679+0,07 0,280 +0,02
Cd:o; NaCl:2g/l 0,46 + 0,293 0,26+0,182 1,77 3,975+0,18 0,185 +0,03
Cd:o;NaCl: 6 g/l 0,13 + 0,012 0,23+0,123 1,57 0,532+0,01 0,168 +0,01
Cd 20 uM ; NaCl : o 0,59 £ 0,122 0,57+ 0,11P 1,04 10,344+0,17 0,185+ 0,01
Cd 20 uM ; NaCl : 2g/1 0,71 + 0,44° 0,48+ 0,172 1,48 10,823+0,73 0,153+ 0,01
Cd 20 uM ; NaCl : 6 g/1 1,07 + 0,38¢ 0,57+ 0,17> 1,88 10,857 + 0,63 0,182 +0,01

It therefore, seems that the presence of Cd clearly
improves the fitness of Atriplex nummularia. Indeed,
the addition of alone Cd in the culture medium
enhances the production of biomass. Low
concentrations of Cd are acting positively on the
growth rate and hence Atriplex nummularia biomass
production that looks better withstand stress Cd
halophyte

(Manousaki et al., 2008). (Zoughlami et al., 2006

another plant Tamarix smyrnensis

and Sbartai et al., 2008) showed the same positive

phenomenon by explaining the synergistic potential
role Cd at low concentration in enhancing the
absorption of trace elements in Lycopersicum
esculentum. In contrast, the presence Cd combined
with the NaCl decreases biomass more above all to
high salt concentrations. These values, however,
remain higher than those of control and the only salt
treatment and thus confirm the positive effect of Cd /

NaCl mixture on the fitness of the plant.
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Fig. 1. Variation of dry biomass (g / plant) of aerial and root parts of plants Atriplex nummularia L.) grown on

polluted soil or not with cadmium (20 microM CdCl2) in the presence of increasing amounts of NaCl (0,2and 6 g

/ D). Each value represents the average of three replicates (+ SD).
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Finally, the toxic effect of alone saline treatment on
biomass production is visible at a concentration of 6
g/1 (102.6 mM) but is not at a concentration of 2 g/1
(34 mM). Nevertheless, it seems qu' Atriplex

nummularia an halophyte more sensitive to NaCl as
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of 200 mM (11.3 g / 1) and even better grows in these
culture conditions. (Mariem et al., 2014) The growth
of Tamarix smyrnensis is little affected in the
concentration of 5 g/l and is enormously to the

concentration of 30 g/1 (532 mM) (Manousaki et al.,

Sesuvium portulacastrum resistant to concentrations 2008).
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Fig. 2. Variations of the contents of chlorophylls a, b and total (mg / g) in the leaves of Atriplex nummularia

grown on polluted soil or not with cadmium (20 microM CdCl2) in the presence of increasing concentrations of

NaCl (0, 2 and 6 g / 1). Each value represents the average of three replicates (+ SD).

Impact of a treatment associated with a cadmium
salt stress on chlorophyll synthesis in Atriplex
nummularia L.

Fig. 2 shows that the only saline treatment disrupts
the total chlorophyll content which decreases with
increasing concentrations of NaCl. This diminution
can attain 48% at the highest concentration (6 g / 1)
NaCl (0.85 mg / g of fresh material vs 1.63 mg / g in
the control). This diminution is essentially linked to a
reduction in chlorophyll a (Figure 2), the values of
chlorophyll b varies little whatever the concentration
of NaCl. By against, in the presence of Cd, the plant
seems to be protected, the contents of chlorophylls
are less affected and this is particularly visible in the

presence of a concentration of 6 g / 1 NaCl.

The decrease in the amount of chlorophyll is a
symptom of toxicity in plants. Such a decrease caused
by the stress of cadmium was observed in halophytes

Tamarix smyrnensis (Kadukova et al., 2008) and

Mesembryanthemum crystallinum. (Ghnaya and al.,
2005) In our experiment, the decrease in chlorophyll
content was observed that presence of NaCl whereas
the presence of Cd and Cd / NaCl mixture enhances
the same rate. This confirms once more the positive
role of low concentrations of Cd on the plant Atriplex
nummularia which is to connect with the previous
observations on the growth of the plant. Sesuvium
portulacastrum is another halophyte plant that also
seems to be also tolerant to Cd (Ghnaya et al., 2005,

Mariem et al., 2014).

Cadmium accumulation in Atriplex nummularia L.
depending on the salinity of the medium.

The results show that the addition of 20 microM Cd
in the culture medium in the absence of sodium
chloride, increases the amount of metal in the aerial
parts of which passes from 0.31 to 0.59 pg/g DM (2
times control value), whereas in the roots, the amount

of accumulated Cd pass from 0.48 to 0.57 pug/g DM
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(Table 1). In the experience, the crops have been
irrigated with tap water that has proven to be
contaminated with Cd, which explains the presence of
Cd in cultures in theoretical absence of Cd (0/0; 0/2
and 0/6). We observe that the addition of NaCl with
Cd in the culture medium modifies the accumulation

of this last in the plant. Indeed, the endogenous levels
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of Cd in the plant increase with increasing the content
of exogenous salinity. This effect is more pronounced
in the aerial parts with a maximum accumulation of
1.07 ug/g DM compared to root parts where the
accumulation of Cd is constant, equivalent to an

average of 0.52 ug / g DM.

15

Total Quantity of Cd 19}
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Lot ] cdfa
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Fig. 3. Quantity of cadmium excreted from leaf tissue of Atriplex nummularia treated with 20 microM Cd in the

presence of increasing concentrations of NaCl (0, 2 and 6 g / 1). Each value represents the average of three

replicates (+ SD).

In addition, Table 1 shows that salinity significantly
affects the translocation of Cd from the roots to the
aerial parts of Atriplex nummularia L. (A / R). This
report evolves 1.04 for treatment without salt (Cd / 0)
to 1.48 in the treatment with 2 g/l of salt (Cd/2),
eventually reaching the 1.88 value in the treated
plants with 6 g / 1 NaCl (Cd / 6). The same
observations were recorded by measuring the total
amount of Cd in the plant (Table 1). Indeed, the
addition of Cd in the culture medium in the absence
of salt increased its accumulation in the shoots where
its value is 10.34 pg significantly higher than the
control (2.68 pg). These values are slightly improved
in the presence of NaCl where total Cd accumulation
reaches 10.82 ug during treatment (Cd / 2) and 10.85
ug to the highest concentration (Cd / 6). Contrast to
aerial parts, its accumulation in the roots remains
unchanged whatever the concentrations of NaCl in

the culture medium.

In plants, salinity is a key factor in the translocation

of metals from roots to shoots. The study shows that

the Cd
nummularia increases with increasing concentrations

of NaCl. The results differ from those of ( Mariem et

accumulation in leaves of Atriplex

al., 2014) obtained with Sesuvium portulacastrum
which show that in this halophyte Cd concentration
does not increase when the salt concentration
increases in the culture medium. In Sesuvium
portulacastrum, salt prevents translocation of Cd to
shoots. Similar data were also observed with lead in
Atriplex halimus (Kadukova and Kalogerakis, 2007).
Against by the behavior of Atriplex nummularia
approximates that of barley. Indeed (Wahla and
Kikham, 2008) showed that in barley translocation of
Cd in the leaves was higher in the presence than in
the absence of NaCl in the soil. It appears clearly that
the behavior of Cd and particularly its translocation
differs from a species to another. However, further
experiments should be considered with the use of
higher concentrations of Cd to see if Atriplex
nummularia is able to accumulate as much Cd as
Sesuvium portulacastrum which accumulates at

concentrations higher than 100 ug/g of leaves are
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those found in plants accumulating metals (Kraemer,

2010; Mariem et al., 2014).

Determining the excretion of cadmium to the leaf
surface of Atriplex nummularia L.

Fig. 3 illustrates the excretion of Cd on the surface of
leaves according to the different treatments carried.
This excretion increases as the concentration of NaCl
increases. She spends 5.26 ug (Cd / 0) to a maximum
of 20,57ug to the highest concentration of NaCl (6 g /
1NaCl) (Cd / 6).

In many species of halophytes, resistance to salt
stress is associated with the presence of specialized
bodies such as vesicular hairs (trichomes) and
excretory glands on the surface of leaves that give
them a more or less whitish aspect shiny (Malcolm et
al., 2003; Manousaki and Kalogerakis, 2011). These
anatomical structures are specialized in the
elimination of Na*, is happening to the leaves through
the xylem then in the mesophyll. Na* is stored in the
trichomes before it is excreted by the degeneration of
the latter, thus preventing the accumulation of toxic

cation in leaf tissue (Barhomi et al., 2006).

However, it was found that the excrétrices glands of
plants of the genus Tamarix aphylla or smyrnensis
are not selective. Indeed, the composition of the salts
secreted by the leaves of this plant varies depending
on the medium composition and may contain metals
such as Cd (Hagemeyer and Waisel, 1988; Storey and
Thomson, 1994; Manousaki et al., 2008). Our study
confirms this hypothesis; Atriplex nummularia
excretes Cd associated with salt crystals on the
surface of the leaves. Furthermore, the excretion of
Cd increases with increasing salinity of the medium.
The concentration of Cd excreted by halophyte on
grown contaminated and saline (2 g / 1 NaCl) is six
times (=6) higher than that of plants grown on non-
saline polluted environment. The excretion of metals
on the surface of the leaves is no doubt one of the
means which allows it to resist metal stress.
(Manousaki et al., 2008) All these features make the
plant Atriplex nummularia a female candidate for use

in phytoremediation strategies.
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Conclusion

The results show that combined treatment with saline
and presence of Cd improves the production of
biomass and the fitness of the plant Atriplex
nummularia L. In contrast, salinity significantly
affects the accumulation and translocation of Cd of
roots towards the aerial parts of the plant. However,
the toxicity level of Cd in the leaves of plants is not
attained; this suggests that Atriplex nummularia uses
an exclusion mechanism to remove excess metal for
sensitive tissues as a possible mechanism of
detoxification. The excretion of the metal increases
with increasing salinity which confirms that
excretrices glands Atriplex nummularia are not
selective, and composition of the salts secreted is
related to the composition of the root environment.
Finally, xero-halophyte species Atriplex nummularia
L. could be a new candidate plant capable of being
used in field of phytoremediation. These plants could
be an interesting model for the study of mechanisms
metal exclusion but also can be used for cultivation on
soils contaminated with metals. This contributed to
avoid the risk of contamination of the food chain via
the feed

consumption by human.

consumption by animals or direct
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