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Résumé

Ce travail vise a évaluer les effets des éléments traces métalliques (Cu,Cd) et des éléments
minéraux (Mg et Ca) ainsi que leurs interactions (Mg/Cd, Ca/Cd et Cu/Cd) sur le
pourcentage moyen de germination, le nombre moyen ainsi que la vitesse de croissance des
racines de blé dur (Var. Siméto), la quantité de protéines totales et certains biomarqueurs de
stress a savoir : 1’activité catalase (CAT), le glutathion et la GST chez les racines et les
feuilles de blé.

Un traitement a base de concentrations croissantes de 5, 20,50uM de Ca, Mg et Cu
combiné ou non a 100uM de cadmium est appliqué. Les résultats obtenus montrent une
augmentation du pourcentage de germination pour le Mg, Ca et Cu pour les deux types de
traitements, le nombre de racine lui, diminue avec le Cd et les traitements combinés ; une
inhibition de la vitesse de croissance chez les racines est constatée pour les concentrations
croissantes de Mg et Ca, 5uM de Cu et 100uM de Cd qui lui, stimule la croissance durant
les premiéres 96h, alors que le traitement combiné Mg/Cd, Cu/Cd la freine. La quantité de
protéines totales subit des augmentations pour le Mg, Ca, Cu et Cd a fortes concentrations et
(Mg, Ca et Cu)/ Cd a faibles concentrations chez les racines. Aussi une induction du taux de
GSH est constatée a 5uM de Cu et aux faibles concentrations de Mg/Cd et Cu/Cd alors que
100uM de Cd freine la production de GSH des racines de blé. Chez les feuilles, seules les
faibles concentrations de Cu/Cd freine la production de GSH.

Parallélement, 1’activité catalase chez les racines de blé est stimulée de facon
proportionnelle aux différentes concentrations de Mg et Mg/Cd chez les racines.
Contrairement aux concentrations croissantes de Cu et de Cd (100uM) ou I’on constate une
diminution significative. Le traitement combiné (Cu/Cd) augmente quant a lui 1’activité
catalase sauf a la plus forte concentration (50/100uM). Il est de méme chez les feuilles ou
I’on constate une induction de I’activité pour les traitements simples et combinés a base de

Mg et de facon trés significative pour 100uM de Cd contrairement au cuivre.

Mots clés : Triticum durum Desf., Pollution, Mg, Ca, Cu, Cd, CAT, GST, GSH, Stress

oxydant.



Abstract

The aim of this work is to evaluate the effects of metallic trace elements (Cu, Cd) and
mineral elements (Mg and Ca) and their interactions (Mg/Cd, Ca/Cd and Cu/Cd) on the
average percentage of germination, Average number and the growth rate of durum wheat
roots (Var Siméto), amount of total proteins and some stress biomarkers, namely catalase
(CAT), glutathione and GST in roots and Leaves of wheat.

A treatment based on increasing concentrations of 5,20,50uM Ca, Mg and Cu combined
or not with 100 pM cadmium is applied. The results obtained show an increase in the
percentage of germination for Mg, Ca and Cu for the two types of treatments, the number of
roots it, decreases with the Cd and the combined treatments; An inhibition of the growth
rate in the roots is observed for the increasing concentrations of Mg and Ca, 5 uM Cu and
100 uM Cd which stimulates growth during the first 96 h, whereas the combined treatment
Mg/Cd, Cu/Cd brakes. The amount of total protein undergoes increases for Mg, Ca, Cu and
Cd at high concentrations and (Mg, Ca and Cu) / Cd at low concentrations in the roots. Also
an induction of the level of GSH is observed at 5 uM Cu and low concentrations of Mg/Cd
and Cu/Cd whereas 100 uM of Cd inhibits the production of GSH of the roots of wheat. In

leaves, only low Cu / Cd concentrations inhibit GSH production.

At the same time, the catalase activity in wheat roots is stimulated in proportion to the
different concentrations of Mg and Mg / Cd in the roots. In contrast to the increasing
concentrations of Cu and Cd (100 uM) where there is a significant decrease. The combined
treatment (Cu / Cd) increases the catalase activity except at the highest concentration
(50/100 uM). It is the same in the leaves where one finds an induction of the activity for the
simple and combined treatments based on Mg and very significantly for 100 uM of Cd
unlike the copper.

Keywords: Triticum durum Desf., Pollution, Mg, Ca, Cu, Cd, CAT, GST, GSH,
oxidative stress.
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Introduction

Depuis le début de la révolution industrielle, la pollution de 1I’environnement, y compris le
sol, est accélérée de facon spectaculaire (Yanai et al., 2006). Les rejets industriels non
réglementés représentent un apport important en éléments traces dans les milieux
(atmosphériques, aquatiques ou terrestre) qui contribuent a la pollution anthropique de la
biosphere. L’enrichissement en composés xénobiotiques est, entre autre, favorisé par divers
processus de transformation dont la production non ferreuse des métaux (As, Cd, Cu, Zn), la
combustion de charbon (Ni, Pb), les pratiques agricoles (As, Cd, Pb) et le transport routier
(Pb, Mn)(Grant, 2008 ; Kabata- Pendias, 2011).

Chez les végétaux, si les meétaux sont souvent indispensables au déroulement des
processus biologiques (Oligoéléments), nombre d’entre eux peuvent s’avérer contaminants
pour diverses formes de vie, lorsque leur concentration dépasse un certain seuil. Par
exemple, une trop forte concentration de Cu peut le rendre toxique, notamment en inhibant
la croissance racinaire (Marschner, 2012) et en altérant la structure de certaines protéines
(Yruela, 2009), le cadmium (Cd) quant a lui est un métal lourd relativement rare dans
I’écosystéme (McBride, 1995) et particuliérement toxique pour ’homme (Moulis et al.,
2014).

De nombreuses études ont montré que la présence d’éléments traces métalliques et plus
particulierement  le Cd dans le milieu de culture peut se traduire, par I’apparition de
symptomes d’intoxication, accompagné d’une inhibition de la croissance pondérale des
plantes, d’une réduction de 1’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 meétalliques 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 Tackac,
2014).

Ainsi, les végétaux vont mobiliser des systémes de défense anti-especes oxydantes l'un
enzymatique et l'autre non-enzymatique impliquant différents composés qui possedent une
affinité pour les radicaux libres et peuvent étre considérés comme des "piéges” ou des
antioxydants (Soughir, 2009).



Notre travail a été initié a fin d’étudier les effets de certains métaux lourds (Cd, Cu) et
leurs interactions avec des éléments minéraux (Mg, Ca) a travers le suivi de parametres
physiologiques, enzymatiques et non enzymatiques réalisé sur un modele biologique : le

blé dur Var. Siméto.



Chapitre 1
Synthese Bibliographique



1.1.  Pollution par les métaux lourds

Les métaux lourds, ou éléments traces meétalliques (ETM), existent naturellement mais en
quantités tres faibles dans les sols, I’eau et 1’air. Certaines activités humaines, comme la
combustion du charbon, du pétrole, des déchets et certains procédés industriels en
rediffusent en revanche en grande quantité dans 1I’environnement. Ils sont souvent liés aux
particules fines a I’exception du mercure, qui est principalement gazeux. Si une partie des
métaux lourds retombe aux alentours de la source d’émissions, certains peuvent voyager sur

de longues distances.

Les métaux lourds ne posent pas seulement un probléme pour la pollution de I’air : ils
sont biopersistants, perturbent les écosystémes, détériorent les sols, les eaux de surface, les
foréts et les cultures et s'accumulent dans la chaine alimentaire. Certains sont cancérigenes

pour I'homme.

Les principaux métaux lourds émis dans I'atmosphere par les activités humaines sont le
zinc (Zn), le cuivre (Cu), le nickel (Ni), le plomb (Pb), le chrome (Cr), le sélénium (Se),
I'arsenic (As), le mercure (Hg) et le cadmium (Cd). Le mercure, le plomb et le cadmium
font I'objet d'une attention particuliere, car ils sont trés toxiques (effets sur le systéme
nerveux) et ont une durée de vie tres longue
(Fabrégat, 2010).

1.1.1. Les métaux lourds

A. Définition

Alloway (1995) definit les éléments traces comme tout autre élément du tableau
périodique présent naturellement dans [I'environnement, étant donné leur faible
concentration. Par ailleurs, Sposito (1989) considére que la concentration seuil d’un élément
trace est mesurée en deca de 100 mg kg™ (0,01%). Compte tenu de leurs potentielles
implications écotoxicologiques, une connotation péjorative est parfois associée au terme.
Or, certains de ces éléments traces constituent les micronutriments essentiels a plusieurs
organismes vivants (végétaux, animaux, microorganismes), parmi lesquels on retrouve le

cuivre (Cu), le nickel (Ni) et le zinc (Zn).



Par exemple, le cuivre est utilisé dans les réactions de photosynthése et lors de la
respiration (Hopkins, 2003; Yruela, 2009). Une trop forte concentration de Cu peut
cependant le rendre toxique, notamment en inhibant la croissance racinaire (Marschner,
2012) et en altérant la structure de certaines protéines (Yruela, 2009). Les éléments traces
comme I’arsenic (As), le cadmium (Cd), le plomb (Pb) et le mercure (Hg) n’occupent
aucune fonction physiologique chez les organismes vivants et sont considérés comme des

éléments non essentiels toxiques.

B. Sources
Sources naturelles

On peut identifier certains ¢léments traces dans les minéraux primaires que 1’on retrouve
dans la composition des roches ignées. Ces dernieres sont les roches formées a la suite du
refroidissement et de la cristallisation subséquente du magma (Alloway, 1995). Une fois que
ce processus de substitution est accompli, les éléments traces intégrent le cycle géologique
des roches (érosion, dép6t, diagenese, métamorphisme, etc.). On les retrouve donc dans les
roches formant le matériel parental, qu’elles soient ignées, sédimentaires ou
métamorphiques. Ainsi, l'altération de ce matériel parental représente le principal
mécanisme naturel qui permet la libération d’¢léments traces dans I’environnement (Kabata-

Pendias, 2011).

D’autres mécanismes, notamment le volcanisme, constituent des sources naturelles
potentielles. Ce sont les divers processus biogéochimiques et pédogénétiques qui s’operent
dans les sols qui engendrent la libération des éléments traces (Sposito, 1989). Par
consequent, les concentrations en éléments traces associées aux teneurs de fond peuvent
atteindre des concentrations élevéees (Brooks et al., 1974; Baker et Brooks, 1989; Robinson
etal., 1997 ; Pollard et al., 2002).



Sources anthropiques

Certains écosystemes atteignent des niveaux de concentrations allant au-dela des teneurs
de fond naturelles. Cette anomalie est due aux divers types d’activité anthropique, lesquels
sont variables dans le temps en fonction du contexte social et économique. L accroissement
de la population et [lintensification des activités industrielles ont contribué
considérablement a 1’augmentation de la concentration des ¢éléments traces dans

I'environnement.

Les rejets industriels non reglementés représentent un apport important en éléments traces
dans les milieux, qu’il soit atmosphérique, aquatique ou terrestre. L’enrichissement en
composés xénobiotiques est, entre autres, favorisé par divers processus de transformation
dont la production non ferreuse des métaux (As, Cd, Cu, Zn), la combustion de charbon (Ni,
Pb), les pratiques agricoles (As, Cd, Pb) et le transport routier (Pb, Mn) (Grant, 2008 ;
Kabata-Pendias, 2011).

Les éléments traces sélectionnés pour ce travail sont parmi les polluants métalliques les
plus fréquemment rencontrés dans les sols : le Cadmium pour sa phytodisponibilité et sa
toxicité et le Cuivre, oligoélément essentiel au développement des végétaux mais qui

s’avere toxique a forte dose.

1.1.2. Casdu cadmium

Le cadmium est un métal blanc argenté avec des teintes de bleu appartenant a la famille
des métaux de transition. 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
éléments 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 systemes aqueux (McLaughlin et Singh, 1999).

Le cadmium n'est pas essentiel au développement des organismes animaux ou végétaux. 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.



o Les végétaux principale voie d’entrée du cadmium dans la chaine alimentaire
Les végetaux sont la principale voie d’entrée de la chaine alimentaire. La pollution, a la
fois de I’air et des sols, expose les végétaux a des concentrations croissantes de cadmium
(Mensch et Baize, 2004). En effet, entre 1 et 5% des produits cultivés de certaines espéces
végétales dépassent la concentration maximale réglementaire en cadmium (Mensch et
Baize, 2004).

Le niveau d’accumulation de cadmium varie considérablement entre especes comestibles.
Cette variabilité peut étre naturellement expliquée par les conditions de cultures, mais aussi
par une variabilité interspécifique, laquelle concerne notamment le niveau d’accumulation

dans les différents organes.

1.1.2.1. Toxicité du cadmium

On identifie le cadmium comme un polluant extrémement toxique (Godt et al., 2006).
Quelle que soit son origine, le cadmium présent dans le sol ne se décompose ni par voie
chimique, ni par voie biologique. Il est accumulé dans les strates superficielles des sols et
peut étre entrainé par les eaux de ruissellement pour atteindre les nappes phréatiques
profondes. Dans le cas d’une accumulation du cadmium dans les strates superficielles des
sols, il peut étre absorbé par les plantes, ce qui représente un probléme majeur pour la santé
humaine. Une exposition au cadmium entraine un grand nombre d'effets nocifs, les lésions

rénales et le cancer figurant parmi les plus graves (Godt et al., 2006).

Aussi, celui ci affecte séverement le systéeme respiratoire. Il provoque des troubles
respiratoires et des oedémes pulmonaires ainsi qu’une destruction des muqueuses (Seidal et
al., 1993). Une exposition a des faibles concentrations de cadmium pendant une longue
période (20 pg m™ pendant 20 ans) peut engendrer de graves problémes respiratoires
(WHO, 2000).



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).  Plusieurs
études ont montré une forte relation entre l'intoxication par le cadmium et des dommages
osseux. Le cadmium est impliqué dans les occurrences de la maladie d'ltai-Itai qui présente
comme symptémes la diminution de la minéralisation des os, des taux élevés d'ostéoporose

et de douleurs osseuses (Kazantzis, 1979).

1.1.2.2. Facteurs influengant la biodisponibilité du cadmium dans le sol

La biodisponibilité d’un métal signifie son accessibilité pour les organismes vivants.
Plusieurs parametres physico-chimiques comme la forme du cadmium dans le sol, le pH du
sol, le potentiel redox ainsi que la richesse du sol en colloides organiques ou minéraux

peuvent jouer un role important dans la biodisponibilité du Cd dans la solution du sol.

- 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, CdCOs, CdCI* et CAHCO3. (Sposito, 1989). Cependant,
Cd?* peut former des complexes avec les principaux acides organiques carboxyliques (acide
citrique, oxalique, malique) susceptibles de se trouver dans les zones superficielles des sols
cultivés. Ces associations modifient son comportement aux interfaces et peuvent faciliter,
dans certaines conditions son entrainement avec la
phase liquide. Dans les sols calcaires, la faible solubilité du carbonate de cadmium (CdCO5,)

limite fortement la concentration de 1’ion libre (Cd**) en solution du sol.

- Effetdu pH
Le pH du sol est I’un des paramétres majeurs influengant la biodisponibilité du cadmium
et donc son transfert vers les plantes (Kirkham, 2006). Plusieurs chercheurs
ont en effet montré que les faibles valeurs de pH favorisent I’accumulation de Cd dans
les tissus végetaux (Waisberg et al., 2004 ; Tsadilas et al., 2005 ; Yanai et al., 2006).
Tudoreanu et Phillips (2004) ont méme montré 1’existence d’une relation linéaire entre le

pH du sol et I’absorption du cadmium.



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

I’absorption racinaire.

- Effet de la matiere organique

La biodisponibilité du cadmium dépend non seulement de la forme du cadmium et du
pH mais aussi de la richesse du sol en matiere organique. Sauvé et al. (2003) ont montré que
la 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. L’enrichissement des solutions de culture avec des acides
humiques entraine une diminution de I’absorption de Cd** chez plusieurs espéces végétales
telles que le mais (Tyler et Bride, 1982), la betterave a sucre (Greger et Lindberg, 1986) et
la tomate (Wolterbeek et al., 1988).

- Effet des compétitions ou des synergies entre élements chimiques
La biodisponibilité du cadmium est conditionnée par son environnement chimique. Des
compétitions ou synergies entre éléments ont été mises en évidence dans des milieux

synthétiques et en solution hydroponigue. Une relation antagoniste entre P et
Cd ou Zn a souvent été démontrée (Wallace et Berry, 1989; Thys et al., 1991). Elle
s’explique par la formation en solution de phosphates de métaux, espéces non absorbables.
Par ailleurs, une augmentation de calcium dans le milieu conduit a une diminution de
I’absorption de cadmium, suggérant une compétition entre Ca®* et Cd** au niveau de la

surface racinaire (Jarvis et al., 1976 ; Kim et al., 2003 ; Sarwar et al.,2010).

Un effet compétiteur du Mn?* vis-a-vis du Cd*" a également été démontré en solution
nutritive (Jarvis et al., 1976 ; Zornoza et al., 2010). Une compétition entre le cadmium et le
zinc est souvent observée (Sadana et Bijay, 1989) ; cette competition se traduit par une
diminution de I’influx de Cd** en présence de zZn?* (Costa et Morel, 1994a ; Sarwar et al.,
2010). Ces observations s’expliquent par des compétitions entre les différents cations pour
les sites de complexation de surface au niveau de la racine et vis-a-vis de transporteurs peu

spécifiques de cations majeurs ou d’oligoéléments.



D’autres études démontrent cependant un effet de synergie entre le cadmium et des
éléments tels que le zinc ou le calcium (Turner, 1973 ; Girling et Peterson, 1981; Larbi et
al., 2002 ; Ghnaya et al., 2005). En fait, il semble que les interactions dépendent du niveau

de concentration du cadmium dans le milieu (Sharma et Agrawal, 2006).

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 (Lopez-Chuken etYoung, 2005 ; Ghnaya et
al., 2007). De ce fait, I’enrichissement du sol en NaCl stimule le prélévement 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 (CdClIn %™ (Lopez-Chuken et Young, 2005).

Ces résultats conduisent a remettre en cause les seuils de toxicité¢ définis a partir d’études
monoélémentaires puisque le statut en éléments majeurs peut influer sur 1’accumulation du
métal et I’expression de la phytotoxicité. Ils prouvent la nécessité de prendre en compte les
cations compétiteurs pour estimer la biodisponibilit¢ et donc le flux de transfert d’un
élement.

- Latempérature du sol

La température du sol dépend en premier lieu de la météorologie, et donc du climat, mais
elle est également liée a 1’activité biologique et influence rétroactivement la formation de
complexes avec des ligands inorganiques en modifiant 1’activité de 1’élément en solution
(Deneux-Mustin et al., 2003). Haghiri (1974) montre que 1’augmentation de la température
favorise le prélevement du cadmium par les plantes.

La température a un impact direct sur la mobilité des métaux en déplacant les équilibres des
réactions de dissolution-précipitation et co-précipitation, et un impact indirect, en modifiant

la teneur en eau du sol et son pH.



1.1.3. Cadmium et plantes

A. Phytotoxicité du cadmium

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). Les symptomes
que présente une plante cultivée en présence de cadmium sont 1’inhibition
de la croissance, la diminution de sa biomasse, la chlorose, la nécrose, la perturbation
des flux d’eau, la déficience en phosphore et en azote, ’accélération de la sénescence
I’apparition du retard dans le développement des jeunes pousses et des perturbations de la

photosynthese (Cosio et al., 2005; Clemens, 2006).

B. Effet du cadmium sur la croissance

L’effet toxique du cadmium sur la croissance de la plante se manifeste par une réduction
de la croissance des parties aériennes et des racines (Ghnaya et al., 2005 ;Zorrig et al.,
2010) affectant ainsi dramatiquement la production de la biomasse. Ces
effets peuvent étre liés, entre autres, a la perturbation de 1’équilibre de certaines hormones
de croissance, notamment I’auxine (Hasenstein et al., 1988), a la perturbation de
I’homéostasie des éléments minéraux essentiels pour la croissance des plantes (Das et al.,
1997), a une action délétere du cadmium sur la composition des parois cellulaires (Chaoui et
El Ferjani, 2005), ainsi qu’a des perturbations de la machinerie photosynthétique,
notamment la structure des chloroplastes et la biosynthése de la chlorophylle (Mobin et
Khan, 2007 ; Ebbs et Uchil, 2008).

Il est toutefois 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 végetales telles que Arabidopsis halleri et Thlaspi
caerulescens sont capables de croitre, se développer, et
se reproduire (Dahmani-Mdller et al., 2001 ; Wojcik et al., 2005). Ces espéces végétales
hypertolérantes sont aussi hyperaccumulatrices de cadmium. Bien que I’hyperaccumulation
nécessite la tolérance, une relation simple entre la tolérance et I’hyperaccumulation

n’apparait pas évidente.



A ce jour, nos connaissances sont encore limitées sur les mécanismes physiologiques et
moléculaires permettant a ces plantes de maintenir leurs capacités de croissance sur des
milieux fortement pollués par le cadmium, et d’éviter les effets toxiques du cadmium

malgré les grandes quantités accumulées.

A trés faible concentration de Cd dans le milieu la croissance de plusieurs plantes peut étre
stimulée (Arduini et al., 2004 ; Tang et al., 2009). Ces effets sont peu discutés dans la
littérature. Une explication de ce mécanisme a toutefois été suggérée: selon Kennedy et
Gonsalves (1987), une faible concentration de Cd hyperpolarise la membrane
cytoplasmique a la surface racinaire augmentant ainsi le potentiel transmembranaire qui

présente une source d’énergie pour 1’absorption des cations essentiels.

C. Effet du cadmium sur la photosynthése

Le cadmium affecte sérieusement l'appareil photosynthétique (Clemens, 2006). La
diminution de la capacité photosynthétique par le cadmium peut étre due essentiellement a
une désorganisation structurale des chloroplastes (Ouzounidou et al., 1997; 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 suggérent que Cd®* affecte aussi la

genese 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 biosynthese de la chlorophylle (Stobart et al., 1985 ; Padmaja et al., 1990). La
diminution de I’activité photosynthétique en présence de cadmium pourrait étre aussi due a
une diminution de la teneur des parties aériennes en autres pigments comme le [B-carotene

ou les xanthophylles (Larbi et al., 2002).



On pense que le cadmium agit également sur le processus de transport des électrons lors
de la photosynthése. Le cadmium affecte les composants des photosystemes Il (PSIl) en
altérant leurs structures et/ou leurs activités (Van Assche et Clijsters, 1985 ;

Sigfridsson et al., 2004) et ce a cause des changements irréversibles de leurs conformations
suite a la formation des liaisons thiols avec le cadmium (Dafré et al.,1996). Alcantara et al.,
(1994) suggerent quant a eux que l'inhibition de la Fe(lll) réductase par le Cd provoque une

déficience en Fe(ll), ce qui affecte sérieusement la photosynthése.

La fermeture des stomates dont on a vu qu’elle pouvait étre causée par le cadmium
pourrait &tre une autre cause de la limitation de la photosynthése comme conséquence
de la restriction de la diffusion du CO, dans les feuilles (Polle et Schiitzendiibel 2003,
Fediuc et al., 2005).
1.1.4. Induction d'un stress oxydant par le cadmium

Plusieurs indications montrent que le cadmium peut induire un stress oxydant. En effet, en
présence de cadmium, les plantes produisent des radicaux libres qui sont des formes tres
réactives de 1’oxygeéne (ROS : Reactive Oxygen Species), capables d’endommager les
structures cellulaires (Razinger et al., 2008; Sz6ll6si et al., 2009 ; Ahmad et al., 2010 ;
Martinez Dominguez et al., 2010). Les plus connues de ces formes réactives sont 1’ion
superoxyde (0?), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le radical hydroxyl (OH) et I’oxygéne
singulet (10,) (Asada, 1999 ; Dat et al., 2000).

A. Définition d’un stress oxydant

La terminologie de "stress oxydant™ est géneralement utilisée pour toute agression
environnementale ayant pour conséquence une production accrue d’oxydants, molécules
toxiques dérivées de I’oxygene. La particularité des végétaux réside dans le fait qu’ils sont

des producteurs de 1I’oxygéne, molécule a la fois vitale et nocive.

La présence de cette molécule entretient de surcroit toute une chaine de reéactions
radicalaires ayant pour conséquence la génération de molécules oxydantes couramment
appelées "especes réactives de lI'oxygene: Reactive oxygen species (ROS)". Les radicaux
libres sont des espéces chimiques neutres ou chargées présentant dans leur orbite

électronique externe un électron non apparié dit célibataire.



Le radical libre est instable et trés réactif et pour devenir stable il doit apparier son électron
ou bien céder le sien & une autre molécule. Chacune de ces réactions aboutit a la formation
de nouveaux radicaux libres. Dans les cellules végétales, les chloroplastes, les
mitochondries et les peroxysomes sont les principales sources génératrices des ROS
(Hernadez et al., 1995; Lamb et Dixon, 1997).

En général, la réduction partielle de 1’oxygene par les électrons circulant a travers la chaine
des transporteurs d’électrons donne naissance a 1’anion superoxyde (O,") (Haliwell et
Gutteridge, 1986). L’anion superoxyde ainsi formé se trouve rapidement transformé en
H,0, (Figure 1) par la superoxyde dismutase (SOD) qui de ce fait joue un réle important

dans la lutte contre le stress oxydant dans la mesure ou H,O, est moins réactif que O, ™.

e 2H" +¢ "HO+2H" + ¢ H +e
0O, 0O,” H,O, HO H,O
Dioxygéne  Anion Peroxyde Radical hydroxyle
— > Superoxide >  d’hydrogene > >

Figure 1 : Réduction monovalente de I’oxygene (Soughir, 2009).

Le peroxyde d’hydrogéne est une espece stable, non radicalaire, mais toxique en raison de
son pouvoir oxydant. Dans 1’organisme, H,O, peut diffuser a travers les membranes
plasmique, mitochondriale, chloroplastique ou peroxysomale favorisant ainsi des
perturbations a distance (Schitzendibel et al., 2001, Romero-Puertas et al., 2004). Le
peroxyde d’hydrogene généré peut suivre la réaction de Haber-Weiss (voir Annexe), dans
laquelle le fer [Fe(II)] est un donneur d’électrons pour former le radical hydroxyle qui est

trés nocif.

Au niveau mitochondrial, le mécanisme principal de la production de I’anion  superoxyde
fait appel a la cytochrome oxydase et consiste en une réduction tétravalente directe de 1’0,
en H,O. Un autre mécanisme minoritaire de la chaine respiratoire consiste en I’oxydation
spontanée de 1’ubiquinone (Uq) par O, et la production de I’anion superoxyde (McCord,
1985).



Les ROS ont tendance, par leurs propriétes oxydantes a arracher des électrons a d’autres
molécules comme les lipides membranaires, les protéines ou ’ADN des chromosomes
aboutissant a la destruction des constituants cellulaires essentiels. Cependant, plusieurs
auteurs ont montré que ces ROS jouent un role important dans le systeme de défense contre
les pathogenes (Doke, 1997; Bolwell et al., 2002) et permettent la lignification et le
déclenchement d’autres processus comme la mort cellulaire programmée (Teichmann,

2001).

Elles jouent le role d’une molécule signal et alertent la cellule de la présence du stress
environnant (Rentel et Knight, 2004; Maksymiec, 2007). De ce fait, il est nécessaire pour la
cellule de controler la quantité des ROS et non de 1’éliminer complétement. Le controle de

ces especes est réalisé par le systéme antioxydant.

B. Systeme antioxydant

Le stress oxydant, conséquence naturelle du métabolisme de 1’oxygene, est normalement
contr6lé par des systemes endogenes de défense antioxydante. Les antioxydants cellulaires
peuvent étre enzymatiques ou non-enzymatiques (Cho et Seo, 2005).Généralement,
l'augmentation des activités des enzymes impliquées dans les réactions de défense semble
étre liée a l'espéce ou a la variété végétale utilisée, aux conditions physiologiques de la

plante utilisée, ou encore au type de stress oxydant appliqué.

Les plantes soumises a un stress oxydant font appel a des systéemes de défense
enzymatiques tres efficaces, tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT),
I’ascorbate peroxydase (APOX), la glutathion réductase (GR), les peroxydases
(POD) etc. Ces systemes de défense enzymatiques permettent de maintenir les formes
actives de I’oxygene a des faibles concentrations. Ils sont affectés en présence de cadmium.
Le cadmium inhibe ou stimule les activités des enzymes de défense. Ces modifications sont
différentes selon I'espece étudiée, I'organe, I'age 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 ;
Singh et al., 2010 ; Martinez Dominguez et al., 2010).



1.1.6. Réponses des plantes au cadmium

Les plantes ont mis en ceuvre des mécanismes « specifiques» 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 (Clemens, 2006).

1.1.6.1. La chélation et la séquestration du cadmium

A. Les chélateurs spécifiques

e Les phytochélatines

Les phytochélatines (PCs) sont des peptides de faible poids moléculaire qui présententune
forte affinité pour les métaux bivalents, essentiellement le Cd** (Clemens, 2006). Leur
structure générale est (y-Glu-Cys)n-Gly . Les phytochélatines ont été découvertes pour la
premiéere fois chez la levure Schizosaccharomyces pombe (Kondo et al., 1984) puis chez les
plantes (Grill et al., 1985) et les algues (Hanikenne et al., 2003). Ces peptides sont
synthétisés en réponse a la présence d’ions métalliques libres dans le cytoplasme. Ils sont

synthétisés a partir du glutathion par la phytochélatine synthase (PS) (Zhu et al., 1999) .

Le cadmium forme avec les phytochélatines des complexes de faible masse moléculaire
(Low Molecular Weight (LMW)). Le complexe PC-Cd (LMW) n’affecte pas le
métabolisme au niveau du cytoplasme. 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 (High Molecular Weight (HMW))
(Clemens, 2006 ; DalCorso et al., 2008).

Ce cycle se termine par la dissociation de ses complexes, a cause du pH vacuolaire,
provoquant la libération des ions Cd** qui seront pris en charge par les acides organiques
présents, tels que le malate, le citrate ou encore I’oxalate. Les PCs sont recyclées et
réexportées dans le cytoplasme pour capter d’autres ions et les réacheminer dans la vacuole

(Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999).



Des études faites sur trois espéces différentes (Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis
elegans et S. pombe) ont démontré une grave hypersensibilité au Cd?* suite & une
inactivation des génes de synthese des phytochélatines (Ha et al., 1999 ; Clemens et al.,
1999 ; Vatamaniuk et al., 2001).

D’une maniére plus générale, 1'exposition au Cd induit une remarquable augmentation de
la quantité de composés contenant des groupements thiols, avec une diminution simultanée
de l'activité de 1’Adénosine Triphosphate (ATP)-sulfurylase impliquée dans I'assimilation
du sulfate (Astolfi et al., 2004) .

Le cadmium augmente la transcription de la g-glutamylcystéine synthase (g-GCS) et active
la phytochélatine synthase (PS), ce qui induit la production des PCs et I'épuisement du GSH.
La g- glutamylcystéine synthase peut étre également inhibée par rétrocontrdle négatif exerce
par le GSH (Zhu et al., 1999).

e Les métallothionéines
Les métallothionéines (MTSs), petites protéines riches en cystéines, jouent également un
role important de désintoxication du cadmium dans les cellules de mammiferes (Hamer,
1986). Les métallothionéines sont codées par des genes qui sont classés en deux groupes
(MT1 et MT2). Chez certaines plantes supérieures, incluant A. thaliana, on a remarque
I’existence de deux autres types de metallothionéines, MT3 et MT4 en plus des classes 1 et

2 de métallothionéines (Goldsbrough, 2000).

Les métallothionéines des plantes peuvent conférer une tolérance aux métaux une fois
exprimée chez la levure, et quelques-unes d’entre elles sont régulées positivement dans des
conditions d'excés métalliqgue (Rauser, 1999 ; Cobbett et al., 2002). Néanmoins, une
participation des métallothionéines a la désintoxication du cadmium chez les plantes n'est
pas certaine (Cobbett et al., 2002). Alternativement, les metallothionéines peuvent
fonctionner comme antioxydants (Dietz et al., 1999) et probablement intervenir dans la

réparation de la membrane plasmique (Salt et al., 1998).



B. Les autres chélateurs
Outre les métallothionéines et les phytochelatines d’autres composé€s semblent Etre
impliqués dans la complexation des ions métalliques au niveau cellulaire: les acides
carboxyligues, les acides organiques comme le citrate, I’oxalate ou le malate et les acides
amineés comme ’histidine et la proline. Ils peuvent avoir un réle important dans la tolérance
des plantes aux meétaux et dans la détoxification de ces éléments (Rauser, 1999; Clemens,
2001; Siripornadulsil et al., 2002; Backor et al., 2004 ; Sharma et Dietz, 2006). A titre
d’exemple, des complexes Cd-citrate ont été identifiés dans la séve xylémique collectée

chez la tomate traitée par le cadmium (Senden et al., 1995).

Le systeme racinaire des plantes peut aussi excréter ou exsuder dans le sol des molécules
organiques diverses tels que les phytosidérophores en quantité assez importante pour
mobiliser certains ions nutritifs. Les phytosidérophores peuvent jouer

un réle important pour la nutrition minérale des végétaux, en participant a la mobilisation de
micronutriments tels que Fe, Zn et Cu. Une fois introduit dans la plante, le chélat formé
avec le phytosidérophore est dissoci¢ et le métal libéré. Ce méme processus peut s’applique

probablement au cadmium, vu sa grande similitude avec le zinc (Schenker et al., 2000).

D’autres petites molécules comme la nicotianamine (dérivé de la méthionine et résultant de
I’oligomérisation de trois S-adénosyl méthionines) peuvent fixer les métaux de transition tel
que le cuivre ou bien le fer (Curie et al., 2009), mais il n’existe pas a ce jour de travaux qui

montrent clairement I’implication de ce type de molécule dans la chélation du cadmium.

1.1.6.2. La séquestration avec les antiports Cd**/H*

Outre la sequestration du cadmium par I’intermédiaire de chélateurs spécifiques, un
deuxiéme mécanisme de séquestration vacuolaire de cadmium reposant sur 1’activité de
transporteurs de Cd”* a été a plusieurs reprises discuté. Ainsi, un antiport Cd*/H" présent
sur la membrane tonoplastique a été decrit dans les racines d'avoine (Salt et al., 1993). Cet
antiport présente une faible affinité pour le cadmium mais qui est similaire a celle de
I’antiport Ca?*/H*. Cette similitude souléve la question de la nature de I’antiport Cd*/H":
s’agit il d’un nouvel antiport ou plutdét d’une substitution du Ca par Cd au niveau de

I’antiport Ca?*/H" (Kramer et al., 2007).



Une deuxiéme question peut étre posée concernant le degré d'implication de ces antiports
dans la séquestration du cadmium, sachant que la majeure partie du cadmium forme des
complexes avec les PCs (Vatamaniuk et al., 2000). Récemment, une étude a montré d’une
manicre plus claire I’implication d’une pompe ATPase dans la séquestration vacuolaire du
cadmium. En effet, Morel et al., (2009) ont montré que AtHMA3 joue vraisemblablement un
role important dans la séquestration vacuolaire du cadmium, une fonction originale pour une

ATPase P1B™ chez un organisme eucaryote multicellulaire.

1.1.6.3. Autres stratégies de défense

D’autres stratégies pourraient étre impliquées dans la tolérance des plantes aux métaux
lourds en général comme 1’évitement ou la réduction de I’absorption (Meharg et Macnair
1992), I’efflux actif a partir du cytoplasme (Kim et al., 2007) et la fixation des métaux dans
le compartiment apoplasmique (Salt et al., 2000; Hall, 2002). Pour le cadmium,
I’accumulation de ce métal dans les feuilles agées pourrait également é€tre considérée
comme une stratégie de tolérance au cadmium. En général, la teneur en cadmium dans les
feuilles augmente avec 1’age des feuilles. Par exemple, chez Armeria maritima, la teneur en
cadmium des feuilles agées est 3 a 8 fois supérieure a celle des jeunes feuilles (Dahmani-
Mdller et al., 2000).

L’accumulation du cadmium dans les trichomes pourrait également étre considerée comme
une stratégie de tolérance au cadmium (Salt et al., 1995). Enfin, 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 chélateurs (Sanita di Toppi et Gabbrielli,
1999).



1.1.7. Prélevement, accumulation et transport du cadmium

A. Prélevement du cadmium
Selon leurs aptitudes a tolérer, & absorber ou a accumuler le cadmium dans les tissus, les
plantes peuvent étre caractérisées d’indicatrices, d’exclusives ou d’accumulatrices voire
d’hyper accumulatrices. Chez les plantes indicatrices, le prélevement et le transport du
cadmium dépendent linéairement de la concentration dans le sol et la concentration du
cadmium dans la plante refléte celle du sol.

Chez les plantes exclusives, la concentration du cadmium dans la plante est nettement
inférieure a celle que 1’on peut observer dans le sol. A I’inverse, chez les plantes
accumulatrices ou hyper accumulatrices la concentration du cadmium dans la plante est
nettement supérieure a celle que 1’on peut observer dans le sol (Bourrelier et Berthelin,
1998).

-Prélévement via la voie atmosphérique

Peu d’auteurs ont étudié les parts respectives du prélévement racinaire et du prélévement
foliaire du cadmium dans le contenu en cadmium accumulé par les plantes. La plupart
d’entre eux se sont contentés de constater des différences en fonction de la proximité d’une
source de contamination (route, cheminée d’industries,

ville, etc.).

Une étude a tenté d’estimer cette proportion en utilisant un tragage isotopique par du
109Cd (Hovmand et al., 1983): dans un contexte de sols agricoles non contaminés soumis a
des retombées atmosphériques diffuses, 20% (pour le grain de blé) a 60 % (pour le chou) du
cadmium total du végétal non lavé provenait des retombeées aériennes. Cependant, la
contribution des retombées aériennes ne deviendrait prépondérante que lorsque les dépots
aériens seraient de 1’ordre de 10 g/ha/an. Pour le cadmium, les transferts via la voie
atmosphérique peuvent donc étre négliges dans les contextes agricoles éloignés de sources

de contamination.



- Prélévement racinaire du cadmium
Les especes de cadmium prélevées par les racines

On estime que, pour la majorité des metaux, le préléevement se fait quand ces éléments sont
sous forme de cations libres (Cd**, Pb?*, Zn?*) (Hart et al., 1998a ; Hart et al., 1998b). Dans
des cas particuliers, d’autres formes interviennent. Comme cela a été brievement mentionné
précédemment, des complexes inorganiques de cadmium (CdCI™ et CdCl,) observés dans
les sols salés ou irrigués avec des eaux chlorees pourraient étre absorbés (Weggler-Beaton
et al., 2000; Weggler et al., 2004).

A concentration identique en Cd*" dans le milieu, une augmentation du prélévement de
cadmium est observée en présence de chlorures, suggérant soit que le complexe est
directement absorbé, soit qu’il participe a la diffusion vers la racine (Smolders et

McLaughlin, 1996a ; Smolders et McLaughlin, 1996b).

Les sulfates pourraient jouer le méme role via des complexes CdSO, (McLaughlin et al.,
1998a ; McLaughlin et al., 1998b), mais ces résultats n’ont pas été confirmes par d’autres
études (Bingham et al., 1986).11 est également possible que des complexes Cd-citrate soient

directement absorbés ou participent a 1’absorption (Berkelaar et Hale, 2003).

Les mécanismes de prélevement racinaire

Puisque 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 est probable qu’il puisse entrer dans
les cellules de plantes par l'intermédiaire de plusieurs systéemes de préléevement des cations
essentiels (Clemens, 2006). 1l a cependant été rapporte que le
cadmium peut étre absorbé par simple diffusion et que les différentes voies d’absorption du

cadmium peuvent varier selon I’espece 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, 1’absorption du cadmium se fait
principalement par une simple diffusion (Cutler et Rains, 1974). Chez d’autres espéces, 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).



B. Accumulation du cadmium
e Variabilité interspécifique d'accumulation de 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’espéce (Coullery, 1997).
Parmi les plantes consommables, aucune ne peut étre classée dans la catégorie des plantes
hyper accumulatrices de cadmium. 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
Asteracées (laitue) sont les plus accumulatrices (Kuboi et al., 1986). Cette hiérarchie est
différente si on s’intéresse a d’autres métaux: a titre d'exemple, pour le nickel, une
Légumineuse telle que le haricot est fortement plus accumulatrice que la carotte
(Ombellifere) ou la laitue (Astéracées) (Coullery, 1997).

e Variabilité intraspécifique d'accumulation de cadmium
Des différences d’accumulation ont été observées entre différentes variétés d’'une méme
espece végétale. Par exemple, la concentration en cadmium varie d’un facteur 2
au sein de I’espéce "pomme de terre" (McLaughlin et al., 1994), d’un facteur supérieur a 2
chez la laitue (Costa et Morel, 1994a; Florijn et al., 1991), d’un facteur compris entre 2 et 6
suivant les années chez le blé tendre (Vinkel, 2001), d’un facteur 3 chez le blé dur, d’'un
facteur 4 dans le grain de tournesol et d’un facteur 10 dans la graine de lin (Li et al., 1997)
ou 11 dans des plantules de mais (Florijn et Vanbeusichem, 1993).
Il apparait cependant que les différences inter variétales varient en fonction des conditions

de culture.

Chez la laitue, il a ete montré que les différences inter variétales étaient importantes quand
les plantes sont cultivées sur des sols trés faiblement contaminés alors que ces différences
s’estompent quand les plantes sont cultivées sur des sols fortement contaminés par le

cadmium (Florijn et al., 1991; Costa et Morel, 1994a).



Chez le blé¢ les différences variétales d’accumulation de cadmium sont fonction du sol et du
niveau d’exposition (Vinkel, 2001). Ces différences peuvent ainsi varier d’un site a un autre

ou d’une année a une autre (Vinkel, 2001).

e Variabilité d'accumulation de cadmium entre les organes
Comme cela a été mentionné, 1’accumulation de cadmium différe considérablement selon
les organes et les tissus d’'une méme plante, par exemple entre les racines et les parties
aériennes, et la distribution des teneurs en cadmium est elle-méme fortement variable a la
fois entre especes et entre variétés au sein d’une méme espéce. Aucun lien évident ne peut
étre établi entre la facilité a accumuler le cadmium et la répartition du cadmium entre
organes (Wagner, 1993 ; Clemens, 2006).

A I’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). Jarvis et al.,
(1976) ont remarqué que chez 20 especes végétales, la quantité de cadmium retenu par les
racines dépasse la moitié de la quantité totale absorbée par la plante. 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).

Le méme résultat a été observé chez le riz (Ros et al., 1992), le petit pois (Chugh et al.,
1992) et la laitue (Costa et Morel, 1994b).

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 prélevé par les racines (Elmayan et Tepfer, 1994). C’est aussi le cas des especes
sauvages dites hyper accumulatrices: A. halleri et T. caerulescens (Lombi et al., 2000 ;
Dahmani- Muller et al., 2001 ; Wojcik et al., 2005).



e Accumulation du cadmium a I’échelle cellulaire
A TDéchelle 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- Miiller, 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 étre liées
au niveau de contamination considéré. Des microanalyses aux rayons X des racines de Zea
mays et d’Agrotis gigantea, ont montré que Cd*" s’accumule sous forme de granules au
niveau du cytoplasme et de la vacuole des cellules matures différenciées et dans le noyau

des cellules indifférenciées (Rauser et Ackerly, 1987).

Utilisant la technique de fractionnement cellulaire, Weigel et Jager (1980) ont montré que
chez le haricot, le Cd** se localise au niveau du cytoplasme aussi bien dans les cellules
foliaires que dans les cellules racinaires alors qu’une trés faible partie du cadmium est
retenue par les parois des cellules des deux types d’organes. Cependant, en utilisant la
technique d’analyse aux rayons X, Vazquez et al., (1992) ont observé que chez la méme
espéce, le Cd®* s’accumulait principalement dans la vacuole et le noyau, et en faible

quantité dans le cytoplasme et les plastes.

C. Transport du cadmium a longue distance

Le transport du cadmium des racines vers les feuilles se fait via la séve brute (xyleme).
Suite a l'absorption du cadmium par les racines, trois processus contrdlent le transport du
cadmium des racines vers le xyleme: la séquestration des métaux a l'intérieur des cellules
racinaires, le transport symplasmique dans la stele et la décharge du cadmium dans le

xyléme (Clemens et al., 2002).



Le transport du cadmium vers les feuilles semble étre étroitement lié au processus de la
transpiration (Hardiman et Jacoby, 1984). En effet, il a été demontré que la fermeture totale
des stomates s’accompagne par une diminution importante de I’accumulation du cadmium
au niveau des feuilles, suggérant I’implication de 1’appel
foliaire dans I’accumulation de cadmium dans les feuilles (Salt et al., 1995).Cependant, la
diminution de la translocation du cadmium des racines vers les feuilles n’affecte pas
I’absorption du cadmium par les racines, révélant ainsi 1’indépendance de ces deux

processus (Salt et al., 1995).

Chez plusieurs espéces, le complexe phytochélatine-cadmium (PC-Cd) est trouvé dans le
xyléme mais aussi dans le phloéme, indiquant que les phytochélatines jouent un rdle
important dans le transport a longue distance du cadmium, des racines vers les parties
aériennes et inversement (Gong et al., 2003 ; Chen et al., 2007 ; Mendoza- Cdzatl et al.,
2008). Cependant, les acteurs moléculaires impliqués dans le chargement des complexes

PCs-Cd dans le xyléme ou leur déchargement dans le phloeme demeurent inconnus.

- Systémes de transport

On sait depuis longtemps qu'un excés de cations essentiels tels que le Zn?* ou bien le
Ca’* a un effet protecteur contre la toxicité du Cd®* (He et al., 2005; Boulila Zoghlami et
al., 2006). Ceci a été interprété par la concurrence entre ces différents cations sur les sites

d’absorption.

Puisque le Cd** est un ion métallique non essentiel, on suppose qu’il n’existe pas de
mécanisme spécifique d'absorption pour cet élément et que le cadmium peut entrer dans les
cellules végétales par l'intermédiaire de systemes de prélévement des cations essentiels.
Cependant, chez l'espece hyper accumulatrice de cadmium, T. caerulescens il pourrait
exister des systémes spécifiques de prélévement du Cd** (Lombi et al., 2001).

Au milieu des années 90, on a commence a identifier des transporteurs de cations chez les
plantes, notamment des transporteurs de Fe?* et de Zn?" (Fox et Guerinot, 1998 ; Méser et
al., 2001). Il est devenu possible de savoir si ces transporteurs contribuent également a
I’absorption de Cd*". A ce jour, différentes familles de transporteurs capables de transporter

le cadmium ont été identifiées chez les plantes.



Des canaux, notamment les canaux calciques pourrait aussi étre impliqués dans le transport
du cadmium (Hinkle et al., 1992 ; Perfus- Barbeoch et al., 2002).

- Les transporteurs pouvant transporter le cadmium
Il existe plusieurs transporteurs du cadmium chez les plantes ceux qui ont été identifiés sont
résumeés dans le tableaul.

Tableau 1 : Transporteurs membranaires de Cd identifiés chez les plantes (Muschitz,
2009 ; Zorrig, 2011).

Type de transporteur | Exemples

Antiport cation/H" a Chez Arabidopsis thaliana, des transporteurs Ca**/H* pourraient
également transporter le Cd** et le Mn?* (Fox et Guerinot, 1998 ;
Hirschi et al., 2000)

CPx-ATPases b Capture des (Zn**, Cd**, Pb*") et séquestration vacuolaire
(Gravot et al., 2004 ; Verret et al., 2004 ; Williams et Mills, 2005)
et translocation vers le xyleme (Colangelo et Guerinot, 2006)

Nramp ¢ LeNrampl et LeNramp3 - régulation de I’homéostasie du fer chez
la tomate (Williams et al., 2000 ; Bereczky et al., 2003 ; Clemens,
2006)

CDFd Transport vacuolaire du zinc et du cadmium (Desbrosses-Fonrouge

et al., 2005 ; Colangelo et Guerinot, 2006)

ZIP e Capture cytoplasmique des ETM (Guerinot, 2000), principalement
exprimées dans les cellules racinaires, comme LelRT1 et LelRT2
chez la tomate (Eckhardt et al., 2001)

ABC f Transport vacuolaire du Cd** et Zn** (Theodoulou, 2000 ; Moons,
2003)

LCT1lg Capture des ions Ca”* et Cd** chez le blé (Clemens et al., 1998 ;
Antosiewicz et Henning, 2004)

Canaux calciques h Absorption de Cd?* par l'intermédiaire de canaux calciques chez

Vicia faba ( Perfus-Barbeoch et al., 2002) .

(a) : Protéines impliquées dans la régulation des concentrations cytosoliques en Ca** et Na* et leur transport dans la
vacuole (Hirschi, 2001 ; Gaxiola et al., 2002).

(b) : ATPases possédant un motif intermembranaire Cystéine — Proline — x (x = cystéine, histidine ou sérine)

(c) : Natural resistance-associated macrophage proteins (famille de protéines impliquées dans le transport des cations
divalents découvertes initialement chez les bactéries, les levures et les animaux.

(d) : Cation Diffusion Facilitator.

(e) : Zinc-regulated transporter (ZRP), Iron-regulated transporter (IRT)-like Proteins, transporteurs identifiés chez les

plantes supérieures (Guerinot, 2000 ; Pence et al., 2000).



(f) : ATP Binding Cassette (famille vaste et diversifiée de protéines membranaires retrouvée chez tous les étres vivants
(Martinoia et al., 2002).

(9) : Low-affinity Cation Transporter.

(h) : Les auteurs ont montré par électrophysiologie que les canaux calciques des cellules de garde sont perméables au
Cd** (Zorrig, 2011).

1.1.8. Cas du cuivre
C. Sources de cuivre dans les sols

Le cuivre est naturellement présent dans les roches et les sols : les sols développés sur des
roches d’origine sédimentaire contiennent plus de cuivre que les sols développés sur des
roches de type schistes ou granites (Fernandez-Calvino et al., 2008), les roches les plus
concentrées en cuivre sont les roches d’origine volcanique (Kabata-Pendias, 2010). Les
minéraux cupriques viennent soit de la roche parentale soit se forment lors de processus
pédologiques par substitution a d’autres cations métalliques ou par co-précipitation avec des
carbonates magnésiens ou calciques, ou encore avec des oxydes de fer, de manganese et
d’aluminium (McBride, 1981 ; Cetois et al., 2003).

Ainsi, suivant la concentration initiale de la roche mere et en fonction des processus
pédogéochimiques, le fond pédogéochimique en cuivre des sols va varier. Les
concentrations actuelles de cuivre dans des sols sont le résultat de I’accumulation de
différentes sources. Ainsi, les retombées atmosphériques qui se déposent sur les sols
peuvent avoir des origines naturelles telles que 1’érosion €olienne, les éruptions volcaniques,
les sels marins et les feux de foréts ou des origines anthropiques comme les activités
industrielles, minieres, agricoles et I’incinération de déchets (Tiller et Merry, 1981, Baker et
Senft, 1995, Bourrelier et Berthelin, 1998). Par exemple, les retombées atmosphériques
moyennes sont de 9 g/ha/an en France (Sogreah, 2007). Aux retombées atmosphériques
viennent s’ajouter dans les sols agricoles des apports anthropiques liés aux pratiques
agricoles : fertilisation, épandages de déjections animales, de boues ou de composts,

chaulage et traitements phytosanitaires.



La teneur en cuivre est plus élevée dans les premiers centimétres du sol ou le premier
horizon puis decroit fortement avec la profondeur (Brun et al., 1998, Komarek et al., 2008,
Villanneau et al., 2008). En effet, le cuivre s’accumule surtout dans les horizons superficiels
du sol (Brun et al., 1998, Pietrzak et Mc Phail, 2004) car il y est rapidement complexe,
notamment par la matiére organique. Par conséquent, le cuivre pollue peu les horizons
profonds ou les eaux souterraines par lixiviation (Delas, 1963) bien qu’il existe un risque de
contamination des eaux de ruissellement (Robert, 1995). Par contre, 1’érosion éolienne et le
lessivage des sols cultives entrainent une accumulation du cuivre par dép6t sédimentaire ce
qui expligue la concentration élevée trouvée parfois dans les eaux drainées a proximité des
surfaces cultivées (Aldrich et al., 2002, Xue et al., 2003, VVan Hullebusch et al., 2003, Banas
et al., 2010).

- Le cuivre dans les différents compartiments du sol
Dans le sol, le cuivre se complexe trés rapidement a de nombreux éléments qui vont limiter
sa mobilité. On distingue généralement la phase solide du sol de la solution du sol (figure
2), le cuivre étant majoritairement présent dans la phase solide du sol. La répartition du
cuivre entre les différents compartiments du sol dépend de la composition minérale et
organique des sols et de leurs propriétés physicochimiques comme la température, le pH, et
I’humidité (H).

Apports de Cu d’origine anthropique
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Figure 2: Différentes formes de cuivre dans le sol en fonction des échanges entre les
compartiments du sol. (MOD = matiéres organiques dissoutes, H=humidité)(Anatole-
Monnier, 2014).



D. Biodisponibilité du cuivre dans le sol
Il n’existe pas a I’heure actuelle de mesure permettant d’évaluer directement la teneur en
cuivre disponible dans le sol compte tenu de la diversité des sols et de la complexité des
processus physico-chimiques en jeu. Il est seulement possible d’évaluer le teneur en cuivre
sous ses différentes formes (totale, complexée, en solution, libre...). Or celles-ci évoluent

dans le temps et dans 1’espace.

E. Impact des pratiques viticoles sur la disponibilité du cuivre
Dans des sols viticoles, tant que les traitements cupriques se poursuivent, I’accumulation du

cuivre dans les horizons superficiels s’amplifie.

Le cuivre d’origine anthropique, dont 1’origine a pu étre déterminée dans le sol grace a
I’isotope Cu65 (El Azzi et al., 2013), est plus disponible pour les plantes que le cuivre
d’origine lithogene (Grupe et Kuntze, 1988). La conversion de cuivre de sa forme active a

sa forme résiduelle nécessite des pas de temps importants de plusieurs dizaines d’années.

De fait, il peut donc rester disponible et mobile pendant une longue période (Pietrzak et
McPhail, 2004). La proportion de cuivre disponible varie dans le sol : il représente 8 a 12%
de la teneur totale en cuivre du sol dans les horizons de surface des sols non contaminés
(Pietrzak et McPhail, 2004), de 23 a 60% dans les sols contaminés (Michaud et al., 2007,
Duplay et al., 2014).

La qualité des matieres organiques comme le compost est trés variable et peut donc avoir
un impact non négligeable sur la contamination des sols (Farrell et Jones, 2010) et la
disponibilité du cuivre (Ingelmo et al., 2012). L’apport d’amendements contaminés en
cuivre tels que les boues de stations d’épuration, peut augmenter la teneur en cuivre total du
sol. L’apport de matiéres organiques dans le sol sous forme d’amendements faiblement
contaminés en cuivre permet de réduire la disponibilité du cuivre. En vigne, les effets de
I’apport d’amendements organiques non contaminé perdurent 10 ans apres, en maintenant le

cuivre stocké dans les 10 premiers cm du sol (Baize et Tercé, 2002).



Toutefois, dans les sols carbonatés, I’apport de compost augmente la fraction de cuivre
échangeable (Flores-Velez, 1996). Par ailleurs, I’apport d’engrais azotés sous forme de
nitrate d’ammonium, acidifie le sol, augmente la disponibilité du cuivre et favorise sa
biodisponibilité pour la culture (Xie et al., 2009). Certaines pratiques modifient davantage
la répartition du cuivre dans les horizons que sa disponibilité. Ainsi, la teneur en cuivre est
jusqu’a quatre fois plus €levée sous le rang que dans I’inter-rang pour I’horizon de surface

(Pietrzak et Mcphail, 2004, Mirlean et al., 2007, Fernandez-Calvino et al., 2012).

1.1.8.1. Le cuivre dans la plante
Le cuivre étant un oligo-élément essentiel pour les plantes, ¢’est pourquoi des mécanismes

d’absorption puis de transfert vers les organes existent car une déficience en cuivre est
préjudiciable a la croissance des plantes. Mais a forte dose, le cuivre devient phytotoxique
(Wheeler et Power, 1995). Le seuil de tolérance est variable selon les espéces végétales et

les organes cibles.

Le cuivre, un oligo-élément pour les plantes
Le cuivre est un des 7 oligo-éléments (Zn, Mn, Fe, B, Mo, Cl), indispensable a faible dose
aux plantes. Au niveau du métabolisme de la plante, suivant son état d’oxydation, le cuivre
joue un role important dans de multiples systemes enzymatiques tels que la photosynthese,

la respiration, I’alimentation, la fertilit¢ ou la détoxification.

Le cuivre est un des constituants de protéines impliquées dans la photosynthese comme les
plastocyanines des chloroplastes. Son rdle de cofacteur dans le transport d’électrons du
photosysteme Il est également primordial (Marschner, 1995). Il intervient dans la
constitution de protéines engagées dans le processus de la respiration mitochondriale
(cytochrome oxydase), des réactions d’oxydation de 1’acide ascorbique (ascorbate oxydase)
et de la détoxification de radicaux superoxydes (superoxyde dismutase) mais aussi de la
synthése de lignine de la paroi cellulaire (peroxydases et phénols oxydases), (Loué,1993 ;
Marschner,1995 ; Clemens,2001).



Le cuivre intervient dans le métabolisme et la distribution des hydrates de carbone, des
lipides, de la réduction et de la fixation de I’azote (Marschner, 1995). Il intervient dans le

contréle hydrique en influengant la perméabilité a I’eau des vaisseaux xylémes (Kabata

Pendias, 2010).

Teneurs en cuivre dans la plante

La plupart des plantes ont des teneurs en cuivre dans les racines plus élevées que dans les
parties aériennes car elles stockent préférentiellement le cuivre dans les racines afin de
limiter sa translocation vers les parties aériennes du fait du stress oxydatif qu’il peut y
engendrer. Les valeurs seuils de toxicité pour les racines sont donc différentes des valeurs

seuils de toxicité pour les parties aériennes.

Pour les racines, la concentration moyenne se situe entre 15 et 25 mg Cu/kg mais peut
atteindre de 40 a 24 700 mg Cu/kg lors de fortes contaminations (Brun et al., 2001,
Chaignon et al., 2003, Michaud et al., 2007) en fonction des especes Vvégétales.
L’accumulation du cuivre se situe surtout dans les racines fines de diamétre inférieur a 2
mm et pas dans les racines pivotantes (Brun et al., 1998, Chopin et al., 2008). Les grosses
racines servent de zone de stockage temporaire tandis que les racines fines sont plus
réactives du fait d’une respiration et d’une activité enzymatique plus €élevées (Morinaga et
al., 2003). Par conséquent, ces derniéres assimilent et absorbent davantage les éléments

traces (Brun et al., 2001) et sont les premiéres touchées en cas de phytotoxicite.

Les concentrations moyennes de cuivre dans les feuilles se situent autour de 5 mg Cu/kg
et peuvent atteindre de 10 a 49 mg Cu/kg en cas de contamination cuprique (Brun et al.,
1998, Brun et al., 2001, Chaignon et al., 2003, Michaud et al., 2007). Normalement, la
distribution du cuivre dans les feuilles est relativement uniforme (Scheffer et al., 1979).
Mais en cas de contamination cuprique, les concentrations les plus élevées dans les parties
aeriennes sont observées chez les jeunes organes lors des phases de croissance intensive

(Kabata Pendias, 2010) et dans les graines des céréales (Loneragan, 1981).



Les concentrations en cuivre des racines et des feuilles augmentent en cas de
contamination élevée au cuivre, surtout dans les racines qui est le compartiment de stockage
(Romeu-Moreno et Mas, 1999). De fait, plusieurs auteurs estiment que la teneur en cuivre
des racines serait plus pertinente pour évaluer le cuivre biodisponible dans le sol (Toselli et
al., 2008) que les parties aériennes. Ce pourrait &tre un bon indicateur du risque de toxicite,

si les racines étaient plus facilement accessibles.

Pourtant selon Miotto et al., (2014) la teneur en cuivre dans la partie symplastique des
racines serait constante quelque soit le stade végétatif de la vigne et quelque soit la teneur
totale en cuivre du sol, car ce serait surtout la teneur en cuivre de I’apoplasme qui augmente.
En outre, les jeunes racines dans lesquelles le cuivre s’accumule le plus, sont les premiers
organes dont la croissance est perturbée lors d’une exposition au cuivre, ce qui réduit la
quantité de cuivre dans la plante et ses effets toxiques déléteres (Miotto et al., 2014). Enfin,
I’exposition au cuivre des racines diminue avec la profondeur lorsqu’elles atteignent des

horizons moins contaminés (Angelova et al., 1999).

1.1. 8.2. Phytotoxicité cuprique

Un exces de cuivre dans le sol provoque d’abord une rhizotoxicité qui s’exprime par une
coloration brune des racines, une diminution de la formation des poils absorbants, une
diminution de I’élongation racinaire (Kopittke et Menzies, 2006), un épaississement des
racines (Marschner, 1995, Panou-Filotheou et Bosabalidis, 2004) et la diminution de la
biomasse racinaire (Bravin, 2008) avant d’affecter la croissance des parties aériennes
(Marschner, 1995).

Au niveau des parties aériennes, les symptdmes observés sont des atteintes du feuillage
telles que des déformations, des décolorations jaunes internervaires caractéristiques des
chloroses ferriques (Davis et Beckett, 1978, Michaud et al., 2007) induite par un exces de
cuivre, des nécroses et une altération de développement de la vigne (Coic et Coppenet,
1989, Brun et al., 1998). Dans les cas les plus graves cela peut conduire au nanisme
(Marcellin, 1974).



Ces modifications racinaires provoquent une altération de la perméabilité des membranes
plasmiques (Kabata Pendias, 2010) ce qui conduit a une perturbation généralisée de
I’alimentation de la plante (Panou-Filotheou et Bosabadilis, 2004 ; Sheldom et Menzies,
2005, Kopittke et Menzies, 2006 ; Kopittke et al., 2007b) a partir d’exposition supérieures a
1uM de Cu®" libre (Bravin, 2008). L’absorption de Fe, Ca, Mg, Mn, Zn diminue (Loué,
1993, Sheldom et Menzies, 2005, Kopittke et Menzies, 2006, Kopittke et al., 2007a, Toselli
et al.,2008) tandis que I’efflux de K et P augmente (Lexmond et Van der Vorm, 1981).

Ainsi, la diminution en potassium s’explique par les modifications de la membrane
plasmique due a 1’exposition au cuivre, ce qui entraine une diminution de ’activité de
I’ATPase (Mas et al., 1994) et donc de la régulation du potassium. La conséguence qui en
découle est une augmentation de ’efflux de K (Lexmond et Van der Vorm,1981) et une
diminution du flux d’eau dans la plante (Romeu-Moreno et Mas, 1999). La réponse
physiologique de la plante a une exposition élevée au cuivre serait donc une restriction en
eau et une diminution de la translocation des éléments minéraux (Romeu-Moreno et Mas,

1999) ce qui explique le ralentissement de croissance observé.

- Effet sur la photosynthese

La chlorose ferrique induite par un exces de cuivre est un symptéme couramment observé
sur les parties aériennes en cas de phytotoxicité cuprique (Kabata-Pendias, 2010). Cela
s’explique par 1’antagonisme fer-cuivre pour les transporteurs utilisés lors de 1’absorption
racinaire (Lexmond et Van der Vorm, 1981) ou lors de la translocation vers les parties
aériennes (Romeu-Moreno et Moreno, 1999 ; Toselli et al., 2008). Par conséquent, la teneur
en fer dans la plante décroit (Kopittke et Menzies, 2006), notamment au niveau des
chloroplastes, dont le nombre diminue (Panou-Filotheou et al., 2001), ce qui perturbe

rapidement la synthese de la chlorophylle.



Les teneurs en chlorophylle et en caroténoides décroissent a leur tour (Ouzounidou et al.,
1992, Lou et al., 2004, Rouphael et al., 2008), on observe alors une décoloration
internervaire caractéristique. Comme le fer joue un rdle dans le photosystéme Il mais
également comme enzyme dans le processus de croissance et de développement de la plante
(Ksouri et al., 2005, Bert et al., 2013), la chlorose induit une perturbation de la
photosynthese (Rouphael et al., 2008, Cambrolle et al., 2013), de la conductance stomatique
(Rouphael et al., 2008) une diminution de 1’assimilation de 1’azote (Llorens et al., 2000,

Cambrolle et al., 2013), et une perturbation de 1’absorption des autres cations.

Le ralentissement de la croissance est un symptéme de déficience en fer qui précede les
symptdmes de chlorose (Gruber et Kosegarten 2002, Diaz et al., 2009). Pour pallier a la
déficience en fer, notamment dans les sols calcaires, les monocotylédones secrétent des
phytosidérophores au niveau racinaire qui vont chélater le fer. Le complexe
ionphytosiderophore est alors transporté dans la plante (Rémheld et Marschner, 1986). Les
dicotylédones modifient leur métabolisme racinaire en secrétant davantage de protons ou
d’acides organiques comme les citrates et les malates afin d’augmenter la disponibilité du
fer sous sa forme soluble assimilable Fe?* (Ollat et al., 2003). Or, ces deux processus
augmentent aussi la capacité d’acquisition d’autres ¢léments métalliques comme le
cadmium, le zinc, le cuivre ou le nickel (Michaud et al., 2007). En cas d’excés de cuivre
dans les sols, la complexation du cuivre avec les phytosidérophores inhibe alors
I’acquisition du fer (Michaud et al., 2007) ce qui paradoxalement entretient 1’effet

chlorosant.

- Effet a I’échelle cellulaire
A TD’échelle cellulaire, le cuivre provoque I’inhibition de la division (Eleftheriou et
Karataglis, 1989), et de 1’¢longation cellulaire par augmentation de la rigidité des parois du
fait du remplacement des ions Ca** par les Cu** dans ’apoplasme (Arduini et al., 1994). La
ramification racinaire augmente mais les racines ne se développent pas et restent a 1’état de

renflement au niveau subapical (Kopittke et al., 2007, Bravin, 2008).



De plus, I’exces de cuivre, stocké dans les vacuoles des cellules situées sous 1’endoderme
des racines pour éviter le transfert du cuivre vers les parties aériennes, peut provoquer des

ruptures au niveau des racines qui sont alors coupées en deux (Kopittke et al., 2009).

1.1.8.3. Les transporteurs du cuivre

Dans la cellule le Cu se situe dans le cytosol, dans le réticulum endoplasmique, dans les
mitochondries, dans les chloroplastes et dans 1’apoplaste (Pilon et al., 2006). Il y a trois
principales catégories de transporteurs impliqués dans 1’homéostasie du Cu dans la cellule
(tableau 2), les « heavy metal ATPase » (HMA), les Cu transporter family (COPT et CTR)
et les chaperonnes du Cu. Les HMA, COPT et CTR sont des transporteurs membranaires
qui permettent 1’entrée et la sortie du Cu au niveau de la cellule et des organites tandis que
les chaperonnes sont impliquées dans 1’assignation et I’insertion du Cu en tant que cofacteur
au niveau du site actif des protéines cibles (Hall et Williams 2003).

Tableau 2 : Transporteurs cellulaires du Cu et leur fonction (Clemens, 2008).

Nom Type Localisation Role
cellulaire
RAN1 = | Response to antagonist Post-Golgi Assignation du Cu aux récepteurs
HMA7 or Heavy metal ATPase de
I’éthyléne
PAAl = | Heavy metal ATPase Chloroplastes Entrée du Cu dans le stroma pour
HMAG la Cu/Zn SOD du stroma
PAA2 = | Heavy metal ATPase Thylakoides Entrée du Cu dans le lumen pour
HMAS8 la
plastocyanine
HMA 5 Heavy metal ATPase Membrane Efflux du Cu
plasmique
HMA1 Heavy metal ATPase Chloroplastes Entrée dans le stroma
COPT1 Copper transporter Membrane Entrée dans le cytosol
protein .
plasmique
ATX1= | Copper chaperonne Cytosol Interaction avec CTR1, COPT1 et
CCH assignation 8 CCC2 et RAN1
CTR1 Copper transporter Membrane Entrée dans le cytosol
familly .
plasmique
CCcC2 Heavy metal ATPase Post-Golgi Entrée dans I’appareil post-Golgi
COX17 Copper chaperonne Cytosol Assignation a la cytochrome ¢
oxydase
CCs1 Copper chaperonne Cytosol Assignation a la Cu/zn SOD
cytosolique




1.1.8.4. Le cuivre induit un stress oxydant
L’exceés de Cu dans les cellules est a ’origine d’un stress oxydant (Mench et al., 1998 ;

Pilon-Smits, 2005 ; Boojar et Goodarzi, 2007).

Le Cu va induire la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) et de radicaux
libres (Hall, 2002) car il stimule des réactions qui en produisent, comme les réactions
d’Haber-Weiss et de Fenton. La réaction d’Haber-Weiss se décompose en deux étapes, une
premiére réaction qui transforme le radical superoxyde (O,.") en oxygéne grace a un ion
métallique et une deuxiéme réaction qui transforme le peroxyde d’hydrogeéne en radical

hydroxyle (OH) et groupement hydroxyle (OH"), ¢’est la réaction de Fenton.

La réaction nette de ces deux étapes est catalysée par le Cu et conduit a la transformation
du radical Superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne en oxygene, radical hydroxyle et
groupement hydroxyle (Kehrer, 2000 ; Seol et Javandel ,2008). Le Cu peut céder des
¢lectrons comme tous les cations, qui vont réduire 1’oxygene et ses dérivés en ROS (Remon,
2006). Les ROS sont dangereux pour les cellules car s’ils ne sont pas réduits ils altérent les
protéines et les acides aminés, I’ADN, I’ARN et entrainent la péroxydation des lipides
membranaires (Cuypers, 2000 ; Boojar et Goodarzi, 2007).

Le Cu peut inhiber ’activité de certaines enzymes en remplagant un autre ¢lément comme le
Fe dans leur site actif mais aussi en modifiant leur structure (Chaterjee et Chaterjee, 2000 ;
Hall, 2002). Pour lutter contre les ROS les plantes disposent de métabolites anti-oxydants de
faible poids moléculaire comme I’ascorbate ou vitamine C (AS), le glutathion réduit (GSH)
et I’a-tocopheérol ou vitamine E et d’enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), les
catalases (CAT) et les peroxydases (POD) dont 1’ascorbate peroxydase (APOD) (Cuypers et
al., 2000 ; Boojar et Goodarzi , 2007). D’autres POD comme les gaiacols peroxydases
(GPOD) et les syringaldazine peroxydases (SPOD) sont trouvées dans la littérature
(Cuypers et al., 2002).



1.1.9. La nutrition minérale une solution pour atténuer les effets toxiques des
métaux lourds (Cd et Cu)

D. Les minéraux dans le sol

Les végeétaux puisent les minéraux nécessaires a leur croissance dans la solution du sol, au
contact des racines. Sa composition exacte en minéraux varie suivant les sols et tres
souvent difficile a déterminer. Les ions y sont inégalement representés. On y trouve
essentiellement Ca?*, Mg?*, SO,**, Na*, HCO®, NH*", BO*, SO4?, CI', & des concentrations
pouvant atteindre plusieurs milliequivalents/litre. On y trouve également la majorité des

oligo-¢éléments, le plus souvent a I’état de trace : Fe, Cu, Mn, Zn, B, Mo, etc.

Il faut noter qu’alors ce sont essentiellement sous la forme d’ions minéraux que les
éléments nutritifs sont prélevés par les racines. Cependant, les végétaux se développant dans
des conditions climatiques ou de sol pauvres et acides, peu favorables a la minéralisation de
la matiere organique (en altitude ou sous les latitudes élevées), peuvent absorber des

quantités significatives d’azote sous la forme d’acides aminés.

La solubilité de ces ions dépend essentiellement de la valeur du pH. La valeur du pH des
sols siliceux est proche de 5 et celle des sols calcaires voisines de 8. Elle peut atteindre 3
pour les tourbiéres et 9 pour les sols salés. Un pH acide favorise la solubilisation des ions en
particulier celle des phosphates et des carbonates de calcium. En milieu acide la forme
H,PO* est favorisée alors qu’a pH basique c’est la forme HPO,* qui est présente. Le
phosphate peut précipiter sous forme de sels d’aluminium, de calcium ou de fer suivant le
pH. Le fer, sous forme Fe®* (ferreux) ou Fe*" (ferrique), est un élément métallique

indispensable au transfert d’électrons donc impliqué dans les réactions d’oxydo-réduction.

Dans la solution du sol, ¢’est habituellement le fer ferrique qui domine largement, excepté a
pH élevé et surtout lorsque les conditions deviennent réductrices, du fait d’une moindre
aération du sol suite a un exces d’eau par exemple. Un pH basique entraine pour le fer la

formation d’hydroxydes insolubles.



Les acides organiques et phénoliques, en particulier les acides humiques et fluviques des
sols, sont connus pour étre d’excellents chélateurs naturels du fer, du Zn et d’autres métaux
tels que le cuivre. Ainsi chélaté, le métal échappe a ’attraction des anions extérieurs et a la
précipitation. Il reste ainsi soluble dans la solution du sol, a des concentrations tres

supérieures a celles de Fe*,

Les microorganismes produisent divers types de sidérophores qui sont des chélateurs plus
au moins efficaces. Les graminées sont connues pour produire des phytosidérophores dans

le méme but de faciliter ’absorption du fer, du Zn du Cuivre.

Dans les écosystemes, les ions nutritifs en solutions dans 1’eau du sol sont relativement
peu abondants et généralement peu mobiles car souvent adsorbés (cations essentiellement)
sur les colloides de la phase solide ou immobilisés dans celle-ci sous la forme de précipités

minéraux ou de composés organigues.

Il existe cependant de grandes différences de mobilité suivant les ions nutritifs
considérés, le nitrate étant beaucoup plus mobile que les ions phosphates, I’ammonium et le
potassium ayant une mobilité intermédiaire. Ainsi, les quantités de nutriments transférées
vers la surface des racines en accompagnement du flux d’eau lié¢ a la demande transpiratoire

de la plante ne couvrent pas les besoins des plantes (Marschner, 2012).

E. Elément étudiés
Notre choix s’est porté sur 2 ¢éléments nutritifs essentiels pour la plante le magnésium

(Mg?") et le calcium (Ca™).



e Le magnésium Mg**

Le magnésium est reconnue comme étant un élément nutritif essentiel depuis 1925
(Schonewille, 2013), il est essentiel pour la stabilisation des macromolécules tel que les
acides nucléiques ( Sreedhara et Cowan, 2002), les proteines (Marschner, 2012), la paroi et
la membrane cellulaire (Cowan, 2002), il maintient aussi 1’activité enzymatique comme
celle de H™-ATPase, Kinases et polymerases (Cowan, 2002 ; Hermans et Verbruggen, 2005)
et I’homeostasie des ROS (Reactive Oxygen Species) sous stress a base d’ Aluminium (Al)
(Bose et al., 2013). Le Mg sert également a réguler la balance cellulaire (Cation- anion) et
c’est un ion avec le K* osmorégulateur de la turgescence cellulaire (Marschner, 2012 ;
Gerendas et Fuhrs, 2013).

Il est particulierement important pour la plante puisque 75% du Mg foliaire est impliqué
dans la synthese de protéines et seulement 15-20% du Mg total est associé aux pigments
chlorophylliens (White et Broadley, 2009) agissant principalement comme Cofacteur de
plusieurs enzymes impliquées dans la fixation du carbone photosynthétique et du
métabolisme (Cakmak et Kirkby, 2008 ; Mathuis, 2009 ; Hermans et al., 2013).

- Besoin de la plante en Magnésium
Les besoins optimums en Mg nécessaire a la croissance de la plante sont de 1,5-3,5g par
Kg dans les parties végétatives et la concentration du Mg dans la solution du sol varie entre
125pmol L™ et 8,5mmol L™ ce qui suffit au développement de la plante
(Karley et White, 2009 ; Marschner, 2012).

- Facteur limitant la disponibilité du Mg
Sous certaines conditions, le Mg peut étre réduit tel que dans le cas des sols acides avec

une faible capacité d’échange cationique sachant que 70% des terres arables sont acides.

Aussi les fortes précipitations dans les régions Tropicales conduisent a la lixiviation du Mg
(Gransee et Fuhrs, 2013 ; Sun et al., 2013), la toxicité par I’Al (Chen et Ma, 2013), le stress
thermique (Mengutay et al., 2013) les sols arides (Gransee et Fuhrs, 2013) et une grande
compétition entre éléments comme pour le potassium (K*) , le calcium Ca?*, I’'ammonium

(NH,) et le sodium (Na) ; en particulier les déséquilibres des cultures a long terme (NPK)



ce qui conduit a I’épuisement du Mg. Ces conséquences soulignent I’importance des
caractéristiques physicochimiques des sols qui représentent des facteurs importants dans la

disponibilité du Mg®* pour les plantes (Wanli et al., 2016).

- Interaction du Mg avec d’autres éléments
Il existe des interactions entre le Mg®* et d’autres ions. Les fortes concentrations de K" et
de Ca*" ont pour résultat de diminuer la disponibilité du Mg®* au niveau racinaire des
plantes (Chou et al., 2011 ; Sun et al., 2013).

Alors que I’addition de fortes concentrations de Mg®* réduit I’inhibition de la croissance et

le développement induit par plusieurs métaux lourds (AI**

). La toxicité due au cuivre est
quant a elle, atténuée par un traitement a base de Mg chez 1’Orge (Lock et al., 2007), le Blé
(Luo et al., 2008), le Dolique (Kopittke et al., 2011) et la vigne (Chen et al., 2013 ; Juang et
al., 2014). Mais ce n’est pas le cas chez la Betterave sucriere (Saleh et al., 1999) et la Laitue
(Le et al., 2012) ce qui suggere que I’influence du Mg®* sur la phytotoxicité du Cu®* dépend

fortement de 1’espece.

Cependant, de fortes concentrations de Mg?* atténuent ’inhibition de la croissance chez
la Moutarde soumise a une toxicité due au Cadmium (Cd) (Kashem et Kawai, 2007),
également, un prétraitement des plantes avec du Mg préviendrait la décoloration de jeunes
feuilles causée par I’exposition a de fortes concentrations de cadmium chez Arabidopsis

(Hermans et al., 2011) et chez le Riz (Chou et al., 2011).

e Le Calcium

Le calcium (Ca) est un ¢élément nutritif essentiel c’est un cation bivalent qui joue un role
crucial dans la régulation de la croissance et du développement des plantes. Il joue un role
impératif dans le contréle de la structure et de la fonction de la membrane (Marschner,
2012). Le Ca en se liant aux phospholipides, stabilise les bicouches lipidiques qui
fournissent par conséguent une intégrité structurale aux membranes cellulaires. Il est extrait
de la solution du sol par les racines puis transporté vers la tige a travers le xylem (White et
Broadley, 2003).



Le Ca contribue a réguler les effets négatifs du stress abiotique grace a la régulation du
métabolisme antioxydant et les relations hydriques. Cependant, les roles de Ca dans la
régulation du stress des métaux lourds restent & déterminer. Il serait donc trés important
d’étudier si un accroissement de la concentration de Ca aurait un impact sur 1’atténuation
des effets toxiques des métaux lourds, comme le Cd, sur la croissance et le développement

des plantes.

Besoin de la plante en calcium
Les plantes cultivées avec une quantité adéquate de Ca dans leurs habitats naturels ont des

concentrations de Ca dans la tige qui varie entre 0,1 et 5% de leur poids sec (Marshner,
1995). Ces valeurs reflétent a la fois la disponibilit¢é de Ca dans 1’environnement et les
apports en Ca contrastés des différentes especes végetales, il se trouve que la carence en
calcium est rare dans la nature mais peut se produire sur des sols a faible saturation de base
et / ou de hauts niveaux de dép6t acide (Mc Laughin et Wimmer, 1999). Ceux-cCi
surviennent généralement lorsque suffisamment de Ca est momentanément indisponible
pour les tissus en développement. Lorsque ce dernier est présent excessivement dans la
solution de la rhizosphére, cela se traduit par une réduction du pourcentage de germination

des graines et une inhibition de la croissance (White et Broadley, 2003).

Interaction avec d’autres éléments
Le calcium interagit avec le potassium K et le phosphore P de fagon antagoniste et trés
légérement avec le Mg**.

F. Effets du cadmium sur la nutrition minérale

Les effets néfastes du cadmium pourraient aussi étre liés a une altération de 1’absorption et
de la distribution des éléments minéraux indispensables pour le fonctionnement de la plante.
En effet, la présence du cadmium dans le milieu provoque des perturbations de
I’alimentation minérale de la plante (Benavides et al., 2005).

Des perturbations de la nutrition potassique en présence de cadmium ont été rapportées
dans plusieurs études. Par exemple, une diminution dramatique des concentrations de
potassium ont été observées, en présence de cadmium, chez le pois (Sandalio et al., 2001),
le pin sylvestre (Kim et al., 2003), I’orge (Guo et al., 2007) et le lupin blanc (Zornoza et al.,
2010). Cette diminution peut €tre expliquée par la fixation du cadmium sur I’ATP ce qui
réduit la disponibilité de 1’énergie nécessaire au fonctionnement des systémes de transport

membranaire de potassium (Asp et al., 1994).



Cette diminution peut également étre attribuée a une diminution du nombre et De méme, le
cadmium induit une accumulation de composés phénoliques insolubles, comme la lignine,

dans les vaisseaux de xyléme réduisant ainsi le transport ascendant de 1’eau et des éléments

nutritifs (Chaoui et El Ferjani, 2004).

Le cadmium provoque également 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 al., 2002 ; Fediuc et al., 2005).

En effet, plusieurs hypothéses ont ¢été¢ ¢€laborées pour expliquer le mode d’action du
cadmium sur les mouvements stomatiques. Polle et Schiitzendlbel (2003) suggerent que la
réduction de I’absorption de 1’eau chez les plantes, en présence des métaux lourds, induit
une surproduction de ’ABA qui va transmettre un signal vers les feuilles répondant par une

fermeture de leurs stomates.

D’autres chercheurs suggérent que la fermeture stomatique, en présence de Cd?*, est due a
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 a une accumulation des
ions Ca’* dans le cytosol des cellules de garde (MacRobbie et Kurup, 2007). Etant
chimiquement semblables au ions Ca®", les ions Cd** gagnent les cellules de garde par les
canaux de Ca** tension-dépendants et, une fois dans le cytosol, ils imitent I’activité de Ca**
(Perfus-Barbeoch et al., 2002) .



1.1.10. Cas du blé
Le blé (Triticum durum Desf.) de par son importance nutritionnelle pour ’homme, est une
plante herbacée qui appartient au groupe des céréales a paille (famille des poacées) cultivée
pour son grain. On distingue deux especes de blé :
- Le blé tendre, dont le grain, aprés broyage et tamisage, fournit une farine panifiable.
- Le blé dur, qui est essentiellement cultivé pour la semoulerie.
Les deux appartiennent au genre Triticum qui comporte de nombreuses espéces qui sont
réparties en trois groupes selon leur nombre de chromosomes :
Le groupe diploide qui est le Triticum monococum ;
Le groupe tétraploide représenté par Triticum dicocum ot 1’on rencontre le blé dur.
Le groupe hexaploide représenté par Triticum aestivum auquel appartient le blé
tendre.
Le premier groupe est originaire du foyer Syrien et Nord Palestien, le second groupe est
originaire du foyer Abyssien ; enfin le dernier groupe a pour origine le foyer Afghano-
indien (Ould Babana, 1999).
Le cycle évolutif du blé est représenté comme suit :
e Période végétative : du semis au stade tallage herbacé ;
e Période de reproduction : du stade tallage herbacé a la floraison ;

e Période de maturation : de la floraison a la récolte (Zadocs et al., 1974).



1.1.11. But du travail
Cette these a été initiée dans un but bien précis qui n’est autre que de trouver une solution a
la pollution métallique dans notre cas par deux éléments : le Cadmium et le Cuivre.

Aussi, les données bibliographiques ont démontré la tolérance du blé dur a certains stress
tel que le stress hydrique et salin d’ou le choix de I’espéce.
Notre étude a mesure :

e En premier lieu I’effet de ces métaux et leur interaction avec le magnésium et le
Calcium sur les paramétres physiologiques par la détermination du pourcentage, du
nombre et de la longueur moyenne des racines.

- L’effet de ces mémes métaux sur les parametres biochimiques : quantité de protéines
totales.

- Etenfin, la mesure de certains biomarqueurs de stress métallique

Enzymatique : CAT et GST.
Non Enzymatique : GSH.

e En second lieu cette étude a permis de comparer I’effet du cuivre et du cadmium et
leurs interactions avec du Magnésium et du calcium sur la partie souterraine et
aérienne du blé dur.

Tous cela en s’appuyant sur des données statistiques (ANOVA) a un facteur controlé.



Chapitre 2
Matériel et Méthodes



Notre travail s’est déroulé au laboratoire de Toxicologie Cellulaire de I’Universit¢ Badji
Mokhtar d’Annaba.
2.1. Matériel expérimental

Le matériel végetal utilisé est le blé dur Triticum durum Desf. classé selon Cronquist, 1981

comme suit :

Régne Plantea
Sous-Régne Tracheobionta
Division Magnioliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Commelinidae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Sous/famille Pooideae
Tribue Triticeae
Genre Triticum
Espéce Triticum durum

La variété choisie est Siméto (variété italienne) provenant de 1’Office Interprofessionnelle
des Ceréales (O. A.I.C.) d’El Hadjar et dont les caractéristiques sont représentées dans le

tableaus.



Tableau 3 : Caractéristiques de la Variéte Siméto (Axium-Spa. com 2013-2014).

Variéte Siméto
Morphologie

Plante Taille moyennement basse

Epi Compacte a barbe noire

Grain Poids élevé

Cycle Précoce

Productivité Moyenne

Quialité technologique

Poids de 1000grains 50 & 55¢ elevé

Poids spécifique 81,7 éleve

Teneurs en protéines élevée

Teneur en gluten élevée
Adaptation

Variété recommandé en zone aride semi aride et intermédiaire résistante a 1’averse et la

sécheresse, tolere le froid

Maladies Tolérante a la Septoriose
Rouille brune

Résistante a 1’0Oidium

2.2. Culture des graines en Boite de Petri
e Choix des graines
Les graines de blé dur (Triticum durum Desf. Var. Siméto) sont prises de facon aléatoire
puis sont désinfectées par une solution d’eau oxygénée a 10% (v/v) pendant 15min, rincees
abondamment a I’eau distillée et mises a germer dans des boites de Pétri tapissées de papier
filtre imbibé d’eau distillée. La germination est réalisée a 1’obscurité¢ et a température

moyenne de 23 £ 1°C.




e Conditions de culture
Les graines de blé sont mises a germer dans des boites de Pétri pendant (48,72 et 96h) a
une température moyenne de 23°C. Les résultats pour chaque boite sont exprimés en

pourcentage (%).

e Traitement des graines
Lors de notre travail, nous avons appliqué deux traitements :
Un traitement simple avec des concentrations croissantes de Magnésium, Calcium, Cuivre
a (5, 20 et 50)uM et une seule concentration de Cadmium a (100 puM) ;
Un traitement combiné a (5/100, 20/100 et 50/100)uM pour le Magnésium, le Calcium et
le Cuivre. Trois répétitions sont réalisees pour chaque traitement et les résultats obtenus sont
exprimés par la moyenne. Les variétés non traitées représentent les témoins. Le pH des

solutions varie entre 5,5 et 6,5.

2.3. Mesure des parametres germinatifs
2.3.1. Pourcentage moyen de germination
C’est le pourcentage des graines germées par rapport au nombre total des graines par
boite de Pétri. 5Smm de longueur de radicelle est considérée comme positive (Kaur et
Duffus, 1989).

2.3.4. Nombre moyen de racines
Le nombre total des racines pour chaque graine, chaque condition de traitement et

chaque temps de germination est ensuite déterminé.

2.3.5. Longueur moyenne des racines
Aprés avoir retiré les graines des boites de Pétrie, on mesure la longueur moyenne de
chaque racine (cm). Puis on calcule la différence entre les temps d’application soit : J4-

J3, J3-J2 on obtient la vitesse de croissance exprimée en cmij.



2.4. Essai en pots
L’essai est conduit dans le laboratoire de toxicologie cellulaire du Département de

Biologie.

e Dispositif expérimental
La culture des graines se fait dans des pots en plastiqgue de 6cm de diameétre et 9cm de
hauteur, contenant du terreau désinfecté et du gravier avec les proportions suivantes : 3:
1/3. Les graines de blé dur sont imbibées d’cau distillée pendant 24h ; puis ensemencees au
nombre de 15 graines par pots a raison de trois répétitions par traitement. La profondeur du
semis est de 1cm. L’arrosage se fait 2 fois par semaine avec de 1’eau distillée et une fois par

quinzaine par une solution nutritive de Hooshang, 1996 (Tableau 4).

Tableau 4 : Solution nutritive de Hooshang (1996).

Sels Poids (g /l) Quantité (ml/l)

KNO; 100,1 5
KH,PO, 136,09 1
Citrate de fer 38,91 1
ZnS0O, 0,28 1
H3;BO; 1,85 1
MgSO, 246,4 1
CaCL, 147 1
CuSO, 0,25 1
MnSQO, 0,84 1




Au stade 3 feuilles, on applique le traitement simple et combiné avec des solutions de (5,
20 et 50) uM de CaCl,, MgSO, et CuSO, et 100uM de CdCl,. Les graines non traitées

représentent les témoins selon le dispositif si dessous (figure 3) :

08 ) —

OpM\ij&wMZM/ OUM 5uM 20 50puM SBJMZ%LM/ 50uM  100puM
[Cu]

[Mg] [Ca] [Cd]

358 888 988

(5UM 20uM 50uM)/L00UM  (SUM 20Uyl 50UM)/L00UM (5N 20uM
501M)/100M e e
[Mg/Cd] [Ca/Cd] [Cu/Cd]

Figure 3 : Dispositif expérimental.

N.B.: Ce dispositif est appliqué aussi bien lors de la germination (boite de Petrie) que

pendant la croissance (en pots).

2.5. Techniques analytiques

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

I’ Albumine Sérum bovine (BSA) comme standard.



2. 5.2. Dosage des Biomarqueurs

A. Dosages Enzymatiques
Dosage de ’activité Catalase (CAT) : Le dosage spectrophotométrique de I’activité
catalase (CAT) est réalisé suivant la méthode de Cakmak et Horst, (1991). La
décroissance de I’absorbance est enregistrée pendant trois minutes
(spectrophotometre Jenway 6300) pour une longueur d’onde de 240nm et un
coefficient d’extinction linéique molaire € =39400 M™".cm™.L Pour un volume final
de 3ml, le mélange réactionnel contient : 100ul de 1’extrait enzymatique brut, 50ul de
peroxyde d’hydrogene H,0, a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH=
7,2). L’¢talonnage de I’appareil se fait en 1’absence de l’extrait enzymatique. La
réaction est déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée. L’activité catalase est

exprimée en nanomol/min/mg de protéines.

Quantification des mesures spectrophotométriques :
La formule suivante est utilisée dans la quantification des différentes mesures

spectrophotométriques suite aux dosages enzymatiques de la CAT (Servais,

2004).

AAV,
Ar\f =
e At.L.Ve.p

Act : Activité enzymatique en nmole/min/mg de Protéines
¢ : Coefficient d’extinction linéique molaire en M

AA : Différence moyenne de I’absorbance

V; . Volume total du mélange réactionnel en ml

Ve : Volume de I’extrait enzymatique en ml

L : Largeur de la cuve de mesure en cm

P : Teneur en protéine en mg.

T : temps de lecture en min



* Dosage de I’activité Glutathion S-Transférase (GST) :

Préparation de I’extrait enzymatique : La méthode utilisée afin d’obtenir 1’extrait
enzymatique des racines et des feuilles traité avec du cadmium est celle de Loggini et
al.,(1999). L’extrait sera utilisé pour la mesure de I’activité du Glutathion transférase
(GST). Apres 7jours de traitement, les racines fraiches ainsi que les feuilles (1g) sont
broyées a froid a I’aide d’un mortier dans Sml de tampon phosphate (50mM phosphate,
pH=7,5). L’homogénat est ensuite filtré¢ a I’aide d’une toile adéquate avant de procéder a
une centrifugation a froid de 12000g pendant 20min (centrifugeuse Sigma 3-16K). Le
surnageant obtenu sera utilisé comme extrait pour la détermination des différentes

activités enzymatiques.

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

de protéines.

B. Le Dosage non Enzymatique

e Le Glutathion (GSH): L’extrait enzymatique est homogénéise dans une solution
d’E.D.T.A a 0,02M et subit une déprotéinisation par ’acide sulfo-salycilique 0,25%.
Apres centrifugation a 2000 g pendant 10 minutes le surnageant est utilisé pour le
dosage spectrophotométrique avec le réactif DTNB a 0,01M a 412nm. Les
concentrations du GSH sont dosées par la méthode de (Weckbecker et Cory, 1988) et

exprimeées en uM/ mg de protéines.

NB : le dosage de la GST et du GSH est réalisé aprés 7jours afin de suivre le

comportement de ces derniers durant le stress oxydatif.



2.6. Analyses statistiques
L’analyse de la variance a un facteur controlé est utilisée pour I’estimation des différences
signalées pour les différents parametres ¢tudi€s sous 1’effet des deux types de traitements et
en fonction des différentes concentrations du métal et des éléments minéraux (Annexe).
Les résultats sont interprétés comme suit :
SiP=0,05 —— il existe des différences significatives. *
SiP=0,01 ——» ilexiste des différences hautement significatives.**

SiP=0,001 —— il existe des différences tres hautement significatives. ***



Chapitre 3
Résultats



3.1. Essai en Boite de Pétri

L’étude in vitro a concerné quelques parametres physiologiques a savoir le pourcentage
moyen de germination, la longueur et le nombre moyen de racines.
3.1.1. Paramétres Physiologiques

A. Pourcentage Moyen de Germination (PMG)

- Effet du Magnésium

Les résultats obtenus suite au traitement simple appliqué chez les graines de blé concernant
les différentes concentrations de Magnésium (MgSQO,), sont illustrés dans les figures 4. La
figure 4a montre que les concentrations croissantes de MgSO, augmentent le pourcentage
moyen de germination (> aux témoins) en fonction du temps ou il atteint une valeur
maximale de 70% alors qu’une diminution du pourcentage moyen de germination est

constatée pour la plus forte concentration a 96h.

PMG (%) =0 5 20 w50 uMMmg | PMG (%) m0 m5/100 m20/100 ™ 50/100
uM Mg/Cd
80 - 60 - sk
%k %k %k
70 - 50 -
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40 30 1
30 - 20 -
20 - 10 A
10 -
O >
0 - 48 72 96 Tps (h)
48 72 96 Tps (h)

Fig.4a: Effet du Mg sur le Fig.4b: Effet du Mg/Cd sur le PMG des graines
PMG des graines de blé. de blé.

Les résultats obtenus quant au traitement combiné du MgSO,/CdCl, sont reportés dans la
figure 4b. Une augmentation significative du pourcentage moyen de germination est décelée
d’une manieére dose dépendante et en fonction du temps. Un pic est constaté pour la
concentration (20/100uM) a 48h comparé aux autres concentrations qui peut atteindre

(27%) ce qui est équivalent a deux fois leurs valeurs.



- Effet du Calcium

Quant aux résultats obtenus apres traitement simple des graines de blé au calcium (figure
5a) montrent que la plus faible concentration de calcium (5uM) stimule la germination des

graines de blé (70%) ce qui dépasse nettement celles des témoins (17,78%). La méme

chose est observée pour 20 et 50uM de Calcium.

Les résultats du traitement combiné Ca/Cd sont illustrés quant a eux dans la figure 5b.
Ony remarque une augmentation du taux de germination de maniére dose dépendante et en
fonction du temps. Il s’avére que le plus fort pourcentage (77%) est observé pour la plus

forte concentration (50/100uM) équivalent a 57% par rapport au témoin apres 96h

d’application du traitement.

o PMG (%) mO0 5/100 =20/100 = 50/100
PMG(®)  wo w5 m20 m50 M Ca/ca
- a
80 uM Ca 80 - H
70 - 70 -
60 - kK k 60 -
50 1 50 - o
40 ~ 40 -
30 A 30 -
20 A 20 A
0- Tps (h) 0 "Tps(h)
48 72 96
Fig.5a : Effet du Casur le PMG des graines de Fig.5b : Effet du Ca/Cd sur le PMG des graines

blé.

de blé.




- Effet du Cuivre

Pour le cuivre les résultats obtenus apres application du traitement simple sont
représentés dans la figure6a. Celle ci montre une augmentation de ce taux en fonction des
concentrations croissantes de CuSQ, et du temps (48, 72 et 96h) par rapport au témoin. En
revanche a 96h le taux de germination s’aligne aux témoins quelque soit la concentration

appliquée et atteint une valeur constante de + 57%.

De méme, les résultats obtenus suite au traitement combiné Cu/Cd reportés dans la
figure (6b) montrent une augmentation du taux de germination en fonction des
concentrations croissantes des métaux et du temps. La plus grande valeur (67%) est

observée pour la concentration (20/100uM) a 96h.
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Fig.6a : Effet du Cu sur le PMG des graines Fig.6b: Effet du Cu/Cd sur le PMG des graines

de blé. de blé.



- Effet du Cadmium

Concernant le traitement appliqué par le cadmium (figure 7), celui ci montre une

augmentation du pourcentage de germination (+£32%) aprés 72h d’application du traitement

par rapport au témoin.

PMG(%)
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Fig.7 : Effet du Cd sur le PMG des graines de ble.

B. Nombre moyen de racine

- Effet du Magnésium

Les résultats obtenus quant au traitement simple par le MgSO, et le traitement

combiné du MgS0, avec le CdCl, sont reportés dans le tableau 5. En effet, on constate que

le nombre moyen de racines augmente en fonction du temps et qu’il est inférieur a celui des

témoins tout au long de ’expérimentation exception faite a la concentration de 20uM de

MgSO, (>témoins) a 72h. Il en est de méme pour le traitement combiné de 20/100uM de

Mg/Cd qui est Iégérement supérieur & celui des témoins au temps 72h et est égale a celui

des témoins a 96h.

Tableau 5 : Effet du Mg et Mg/Cd sur le nombre moyen de racines de blé en fonction du

temps.
Type de traitement Simple Combiné
Temps (h) Mg/Cd (uM) Temps (h)
Mg (UM) 48 72 96 48 72 96
0 3 3 5 0 3 3 5
5 2 3 5 5/100 2 3 3
20 2 4 4 20/100 1 3,5 5
50 2 3 4 50/100 2 3 4




e Effet du calcium

Le tableau 6 regroupe les résultats du traitement a base de Ca et de Ca/Cd appliqué sur
les graines de blé dur. On constate que le nombre moyen des racines est égal ou inférieur
a celui des témoins pour les deux types de traitements sauf a 72h ou la concentration de
50uM de CaCl, et de 50/100uM de Ca/Cd a un nombre moyen de racines supérieur a
celui des témoins.

Tableau 6 : Effet du Ca et du Ca/Cd sur le nombre moyen de racines de blé en fonction du

temps.
Type de traitement Simple Combiné
Temps (h) Ca/Cd (uM) Temps (h)
Ca (uM) 48 72 96 48 72 96
0 3 3 5 0 3 3 5
5 3 3 4 5/100 1 3 3
20 3 3 4 20/100 1 3 4
50 3 4 4 50/100 1,5 3,5 4
- Effet du Cuivre

Les résultats obtenus aprés traitement des graines de blé par du Cu et du Cu/Cd sont
mentionnés dans le tableau 7. On remarque que le nombre moyen de racines des graines
traitées est inférieur a celui des témoins au début et a la fin de I’expérimentation alors qu’il
est égal a celui des témoins a 72h pour le traitement simple. Une légére diminution du
nombre moyen de racines est constatée pour le traitement combiné. Alors que seule la
concentration de 20/100uM de Cu/Cd donne un nombre moyen de racines égal a celui des
témoins.

Tableau 7 : Effet du Cu et du Cu/Cd sur le nombre moyen de racines de blé en fonction du

temps.
Type de traitement Simple Combiné
Temps (h) Cu/Cd (uM) Temps (h)
Cu (uM) 48 | 72 | 96 48 72 96
0 3 |3 5 0 3 3 5
5 1 3 4 5/100 1,5 3 4
20 2 3 3 20/100 2 3 5
50 2 3 5 50/100 1 3 4




- Effet du Cadmium

En fin, le traitement de la variété de blé dur par du cadmium (CdCl,) est représenté dans
le tableau 8. On constate que le nombre moyen de racines augmente en fonction du temps
est atteint un maximum de 4 racines a 96h. Cependant, celui-ci reste inférieur a celui des
témoins.

Tableau 8 : Effet du cadmium (CdCly) sur le nombre moyen de racines de blé en fonction du

temps.
Cd (uM) Temps (h)
48 72 96
0 3 3 5
100 1 2 4

C. Longueur moyenne des racines
Effet des traitements simples
L’ensemble des résultats concernant les différents traitements par les métaux lourds et
éléments nutritifs (Cd, Cu et Mg, Ca) appliqués chez le blé, est reporté dans le tableau 9. La
mesure journaliere de la longueur moyenne des racines nous a permis de calculer la vitesse
moyenne de croissance journaliere (cm/j).

Tableau 9: Effet du Mg, Ca, Cu et Cd sur la vitesse moyenne de croissance des racines de

blé en fonction du temps (cm/j).

Elmts Lg Moy racines (cm)
(M) | Tps(h) | 5uM | 20pM | 50pM Vitesse de croissance (cm/j)
0 48 0,55 0,00 V1 V2
72 1,6 1,05
96 2,82 1,22 0,17
Mg 48 0,84 0,6 0,6 0,84 0,6 0,6
72 2,06 1,7 2,03 1,22 11 1,43
96 3,37 2,86 3,01 1,31 0,09 1,16 0,06 0,98 -0,45
Cu 48 0,6 0,63 0,57 0,6 0,63 0,57
72 1,41 1,44 1,34 0,81 0,81
96 2,56 2,07 2,18 1,15 0,34 0,63 -0,18
Ca 48 0,83 0,96 0,93 0,83 0,96 0,93
72 2,02 1,94 1,95 1,19 0,98 1,02
96 3,23 2,94 3,35 1,21 0,02 1,00 0,02 1.4 0,38
Cd 48 0,37 0,00
72 1,06 0,69
96 1,83 0,77




Le tableau montre une augmentation de la longueur moyenne des racines en fonction du
temps. Cette augmentation est trés significative pour les traitements simples (Mg et Ca)
pour 5 et 20uM ou la vitesse moyenne atteint (0,09/0,06; 0,02/0,02cm/j) simultanément
alors que la forte concentration de Mg (50uM) freine Iégerement la vitesse de croissance qui
est estimé a 0,45cm/j. Concernant le traitement par le cuivre, ce dernier stimule la
croissance a faible concentration (5M) en fonction du temps cependant a 20 et 50uM de
Cu, un ralentissement de la vitesse de croissance des racines est constaté qui est équivalent
a 0,18 et 0,77cm/j respectivement. En fin, le cadmium stimule la croissance racinaire a
partir de 72h (0,69cm/j).

- Effet des traitements combinés

Pour les traitements combinés les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 10.
Tableau 10 : Effet du Mg/Cd, Cu/Cd et Ca/Cd sur la vitesse moyenne de croissance des

racines de blé en fonction du temps (cm/j).

Elmts Tps Lg Moy Racines (cm) Vitesse de croissance (cm/j)
(UM) (h) 5uM 20uM 50uM
Mg/Cd 48 0,5 0,5 0,56 0,5 VJ3 0,5 VJ3 | 056 | VJ3
72 1,29 1,71 1,66 0,79 1,21 11
96 2,21 2,59 2,45 0,92 0,13 0,88 -0,33 | 0,79 | -0,31
Cu/Cd 48 0,7 0,73 0,33 0,7 0,73 0,33
72 1,75 1,7 1,52 1,05 0,97 1,19
96 3,09 3,02 2,43 1,34 0,29 1,32 035 | 091 | -0,28
Ca/Cd 48 0,4 0,58 0,6 0,4 0,58 0,6
72 14 1,46 1,54 1 0,88 0,94
96 1,73 2,44 3,04 0,33 -0,67 0,98 0,1 15 0,56

De Méme, le traitement combiné (Ca/Cd) stimule la vitesse de croissance des racines en
fonction du temps et des concentrations a 1’exception de la plus faible concentration ot on
observe un ralentissement de 0,67cm/j. En paralléle, le traitement combiné Cu/Cd, retarde la
vitesse de croissance d’une moyenne de 0,28cm/j a 50/100uM. Enfin, le traitement Mg/Cd,
présente un effet négatif sur la croissance des racines a 20 et 50uM de magnésium

équivalent a 0,31 et 0,33cm/j respectivement.




3.2. Essai en pots
Cette partie consiste a interpréter les résultats obtenus issu de I’essai en pot a travers :

e Une comparaison entre traitements simples et traitements combinés d’une
part;
e Une comparaison entre partie racinaire et aérienne (Racines /Feuilles) d’autre
part.
En prenant en considération les paramétres suivants : les protéines totales, la GST, la
Catalase et le GSH.

3.2.1. Effet des traitements simples et combinés sur la quantité de protéines totales
- Effet du Mg et Mg/Cd sur les racines de blé

L’ensemble des résultats obtenus est reportés dans les figures 8 (a et b). La quantité de
protéines subie des fluctuations en fonction des concentrations croissantes d’oligo-éléments
et du type de traitements ou on constate une augmentation de ce taux pour les
concentrations 5 et 50uM de Mg et 5/100 et 50/100uM de Mg/Cd par rapport au témoin.

Alors qu’une diminution est observee a 20uM pour les deux traitements.
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[Mg].



Effet du Mg et Mg/Cd sur les feuilles de blé

De méme, la quantité de protéines totale chez les feuilles pour le traitement simple (figure
9a) augmente en fonction des concentrations et atteint une valeur maximale de 0,975ug/g de
MS a la plus forte concentration mais reste inférieure a celles des témoins. Alors qu’on
distingue une diminution de maniére dose dépendante qui atteint 0,956ug/g de MS a
(20/100uM) de Mg/Cd chez les traitements combinés (figure 9b).
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Fig.9a : Quantité de protéines totales des feuilles Fig.9b : Quantité de protéines totales des feuilles de
de blé traitées avec différentes [Mg]. blé traitées avec différentes [Mg/Cd].

- Effet du Ca et Ca/Cd sur les racines de blé

Les résultats obtenus quant a la quantié de protéine totale dans les racines de blé traitées
par le Ca ou Ca/Cd sont regroupés dans les figuresl10a et b. On y constate que la quantité de
protéine totale chez les racines traitées par le calcium est supérieure a celles des témoins a
la concentration de (20 et 50)uM de Ca ce qui représente le double de celui des témoins.
Par contre, le traitement combiné Ca/Cd augmente la quantité de protéines totales chez les
racines de blé pour toutes les concentrations de Ca/Cd avec une valeur maximale de
3,27ug/g de MS.
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Fig.10b : Quantité de protéines totales des racines de

blé traitées avec différentes [Ca/Cd].

- Effet du Ca et Ca/Cd sur les feuilles de blé

Parallelement, le traitement par le Ca et le Ca/Cd chez les feuilles représenté dans les
figures 11a et b montre que la quantité des protéines totales augmente chez les feuilles avec

différents traitements (Ca ou Ca/Cd) par rapport au témoin. Cette augmentation est plus

significative pour le traitement combiné comparé au traitement simple.
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Fig.11a: Quantité de protéines totales des feuilles de

blé traitées avec différentes [Ca].

Fig.11b : Quantité de protéines totales des feuilles

de blé traitées avec différentes [Ca/Cd].




- Effetdu Cu et du Cu/Cd sur les racines de blé

La quantité de protéine totale chez les racines de blé traitées par le Cu et le Cu/Cd est
représentée dans les figures 12a et 12b ou I’on constate une augmentation non significative
de ce taux en fonction des concentrations croissantes du cuivre avec un pic trés hautement
significatif (2,68ug/g MS) observeé pour [20uM].

Cependant le traitement combiné Cu/Cd présente une augmentation trés hautement

significative proportionnelle a la présence du Cu.
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Fig.12a : Quantité de protéines totales des Fig.12b : Quantité de protéines totales des
racines de blé traitées avec différentes [Cu]. racines de blé traitées avec différentes
[Cu/Cd].

- Effetdu Cu et du Cu/Cd sur les feuilles de blé

Les figures 13a et 13b représentent la quantité de protéines totales chez les feuilles de blé
traitées aux différentes concentrations de Cu ou Cu/Cd. On remarque qu’a 50uM de Cu la
quantité de protéines totales augmente (> a celle des témoins) chez les feuilles. Alors que le
traitement combiné Cu/Cd diminue nettement ce paramétre par rapport au témoin. La plus
faible valeur (0,39 pg/g MS) est observée a 5/100uM.
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- Effet du Cadmium (Cd) sur les racines et les feuilles de blé

Pour ce qui est de I’effet du Cd sur la quantité de protéines totales chez les racines
(fig.144a) et les feuilles (fig.14b). On constate que la concentration 100uM de Cd stimule la
synthese des protéines totales (=0,75ug/g de MS) chez les racines équivalente a deux fois la
valeur du temoin (0,41ug/g de MS) contrero au niveau des feuilles ce méme parameétre est

en baisse (< au témoin) et atteint la valeur de 1,12ug/g de MS.
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Fig.14a: Quantité de protéines totales des Fig.14b : Quantité de protéines totales des

racines de blé traitées avec 100uM de Cd. feuilles de blé traitées avec 100uM de Cd.



3.2.2. Effet des traitements simples et combinés sur les biomarqueurs
3.2.2.1. Dosages enzymatiques
B. Effet sur l'activité catalase

- Effet du Mg et Mg/Cd sur I'activité catalase

e Des racines
Les résultats obtenus concernant I’effet du Mg et Mg/Cd sur 1’activité catalase chez les
racines de blé sont reportés dans les figures 15a etl5b . On remarque une stimulation de
I’activité catalase de facon proportionnelle aux différentes concentrations de Mg et de
Mg/Cd qui atteint la valeur de 59x10°nmole/pgProt pour le traitement simple (50uM) et
51x10°nmole/pgProt pour le traitement combiné (50/100uM).
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Fig.15a: L’activité CAT des racines de blé Fig.15b : L’activit¢é CAT des racines de blé
traitées par différentes [Mg]. traitées par différentes [Mg/Cd].

e Des feuilles
Les figures 16a et 16b représentent ’activité CAT des feuilles de blé traitées par différentes
concentrations de Mg et Mg/Cd. On remarque une induction de I’activité catalase qui
diminue de maniére dose dependante mais reste supérieure au témoin. La plus forte valeur
est obtenue a 5uM de traitement simple (Mg). Cependant le traitement combiné augmente

I’activité catalase par rapport au témoin avec un pic (17x10“nmole/pgProt) & 20/100uM .
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Fig.16 a : L’activité CAT des feuilles de Fig.16b : L’activité CAT des feuilles de blé traitées par
blé traitées par différentes [Mg]. différentes [Mg/Cd].

- Effet du Ca et Ca/Cd sur 'activité catalase

e Chez les racines
Les figures 17a et 17b représentent 1’activité¢ catalase des racines de bl¢ trait€ées par
différentes concentrations de Ca et Ca/Cd. On constate une inhibition de I’activité catalase
pour le traitement simple a 1’exception de la concentration 5uM qui présente une induction
trés significative (3x10°nmole/ug de Prot) par rapport au témoin. Alors que les
concentrations de 20 et 50uM de Ca combiné a 100uM de Cd augmentent I’activité catalase

qui atteint successivement 29x10™ et 8x10*nmole/pg de Prot.
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Fig.17a : L’activité CAT des racines de blé Fig.17b : L’activitt CAT des racines de blé
traitées par différentes [Ca]. traitées par différentes [Ca/Cd].



Les figures 18a et 18b représentent I’activité catalase des feuilles de blé traitées avec des
concentrations croissantes de Ca et de Ca/Cd. On y constate une diminution de I’activité
catalase proportionnelle a I’augmentation des concentrations de Ca. La plus forte valeur
(8x10™nmole/pg de Prot) est enregistrée a SuM de Ca, alors que 1’ajout du Cd inhibe

cette méme activité par rapport au témoin pour I’ensemble des concentrations.
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- Effet du Cu et Cu/Cd sur I'activité catalase

e Des racines
En paralléle, I’effet des traitements simple et combiné sur I’activité catalase chez les racines

est representé dans les figures 19a et 19b.
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Fig.19a : L’activité CAT des racines de blé Fig.19b : L’activité CAT des racines de blé¢ traitées
traitées par différentes [Cul]. par différentes [Cu/Cd].



On constate que ’activité catalase diminue significativement en fonction des concentrations
croissantes de cuivre. Cependant le traitement combiné (Cu/Cd) révéle une augmentation
de lactivité catalase (77x10™ nmole/ug de Prot : 5/100; 11x10™ nmole/pg de Prot : 20/100)
a D’exception de la plus forte concentration (50/100uM) qui présente une inhibition (<

témoin).

e Des feuilles
Par contre DI’activité¢ catalase des feuilles de blé traitées par différentes concentrations
croissantes de Cu ou de Cu/Cd (figures 20a et 20b) diminue considérablement en fonction
de ces mémes concentrations mais reste supérieures au témoin. La plus forte activité est
observée a la plus faible concentration (5pM : 9x10™*nmole/pg de Prot et 5/100puM : 13x10°

*nmole/pg de Prot) et pour les deux traitements (Cu et Cu/Cd).
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Fig.20a : L’activité CAT des feuilles de blé Fig.20b : L’activité CAT des feuilles de blé traitées
traitées par différentes [Cu]. par différentes [Cu/Cd].

- Effet du Cd sur I'activité catalase

e Des racines
Concernant I’effet du cadmium sur I’activité catalase des racines de bl¢ traitées avec 100uM
de cadmium (figure 21), on constate une diminution de ’activité catalase (20x10*nmole/ug

de Prot) par rapport au témoin (24x10“nmole/ug de Prot).
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Fig. 21 : L’activité CAT des racines de blé traitées
par 100uM de Cd.

e Chez les feuilles
Quant a I’activité catalase des feuilles de blé traitées par 100uM de Cd (figure 22), celle-ci
est stimulé de facon trés hautement significative (6x10“nmole/ug de Prot) qui est

équivalente & deux fois la valeur du témoin (29x10°nmole/pg de Prot).
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Fig.22 : L activité CAT des feuilles de blé traitées par 100uM de Cd.



B .Effet sur ’activité GST
- Effet du Mg et du Mg/Cd sur I'activité GST
e Des racines
Les données obtenues aprés dosage de I’activité glutathion S transférase (GST)
exprimées en n moles/min/ug de protéines mesurées au niveau des racines pour le
traitement simple et combiné sont regroupées dans les figures 23a et 23b. Une induction
de I’activité GST est constatée a 20 et 50uM de Mg alors que chez le traitement combiné
une diminution de cette activité est décelée en fonction des concentrations croissantes de

Mg mais reste supérieure au témoin.
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Fig.23a: L’activitt GST des racines de blé Fig.23b:  L’activité GST des racines de blé
traitées a différentes concentrations de Mg. traitées a différentes concentrations de Mg/Cd.

Les figures 24a et 24b  représentent la mesure de ’activité GST des feuilles de blé
traitées a différentes concentrations de Mg et de Mg/Cd. Celles-ci indiquent une

inhibition (< au témoin) de I’activité GST pour les deux types de traitements.
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Fig.24a : L’activité GST des feuilles de blé traitées Fig.24b : L’activité GST des feuilles de blé
a différentes concentrations de Mg. traitées a différentes concentrations de Mg/Cd.

- Effet du Ca et du Ca/Cd sur la GST
e Des racines
Les résultats obtenus sur les effets du Ca et du Ca/Cd sont illustrés dans les figures 25 a et
25b. On constate une diminution de la GST en fonctions des concentrations croissantes de
Ca contrairement au traitement combiné ou I’on constate une stimulation de la GST qui
augmente de maniére dose dépendante et atteint un maximum de 53nmole/mn/ug de Prot a
50/100uM de Ca/Cd.
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Fig.25a : L’activité GST des racines de blé Fig.25b :L’activitt  GST des racines de blé

traitées a différentes concentrations de Ca. traitées a différentes concentrations de Ca/Cd.



e Des feuilles
Les figures 26a et 26b regroupent 1’ensemble des résultats issu du traitement avec du Ca
et Ca/Cd chez les feuilles. On constate une inhibition de la GST pour le traitement simple
(Ca) alors que traitement combiné induit une diminution de la GST en fonction des
concentrations croissantes de Ca ou la plus forte valeur (439nmole/mn/ug de Prot) est

signalée a 5/100uM ainsi qu’une inhibition qui est constatée & 50/100uM .

400 - GST(nmol/mn/ugProt) GST (nmol/mn/ugProt)
350 - 450 4 B
400 -
300 - 350 A
250 - 300 A
250 -
200 - s 200 -
150 1201
100 A
100 - 50 -
O i T T T T 1
50 -
0 5/100 20/100 50/100 uM
0 = T T T T 1 Ca/Cd
0 5 20 50 pMCa
Fig.26a: L’activité GST des feuilles de blé Fig.26b :  L’activit¢ GST des feuilles de blé
traitées a différentes concentrations de Ca. traitées a différentes concentrations de Ca/Cd.

- Effet du Cu et Cu/Cd sur la GST
e Des racines
Les résultats obtenus sur les effets du Cu et du Cu/Cd sont illustrés dans les figures 27a
et 27b. On remarque une diminution de la GST en fonction des concentrations
croissantes de Cu. Cependant seule la concentration de 5uM induit la GST. De méme,
le traitement combiné stimule 1’activité GST a 20/100uM ou elle atteint 75nmole/mn/ug
de Prot. Il est a signalé que les deux autres concentrations (5/100 ; 50/100) inhibe cette

activité.
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Fig.27a : L activité GST des racines de blé traitées a

différentes concentrations de Cu.

Fig.27b : L’activitt GST des racines de blé
traitées a différentes concentrations de Cu/Cd.

Les figures 28a et 28b illustrent I’activité GST dans les feuilles de blé traitées a différentes

concentrations de Cu et de Cu/Cd. On y constate une forte induction de la GST (50uM :

843nmole/mn/ug de Prot) en fonction des concentrations croissantes de Cu. Alors que la

combinaison Cu/Cd inhibe cette activité (valeurs < témoin).
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Fig.28a : L’activité GST des feuilles de blé
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Fig.28b : L’activité GST des feuilles de blé traitées
a différentes concentrations de Cu/Cd.



- Effet du Cd sur la GST

e Des racines
La figure 29 représente la mesure de 1’activité GST dans les racines de blé traitées a 100uM
de Cd. On constate une induction significative (430nmole/mn/ug de Prot) de cette activité

par rapport au témoin.
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Fig. 29 : L’activité GST dans les racines de blé traitées a
100uM de Cd.

e Des feuilles
Enfin, la mesure de 1’activité GST dans les feuilles de blé traitées & L00uM de Cd (figure

30) révéle une inhibition tres hautement significative par rapport au témoin.
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Fig. 30 : L’activité GST des feuilles de blé traitées a
100puM de Cd.



3.2.2.2. Dosage non Enzymatique : Le GSH
A. Effet du Mg et Mg/Cd sur le taux de GSH
e Des racines
Les résultats qui représentent la variation du taux de GSH exprimée en nmol/mgProt en
fonction des différentes concentrations de Mg ou de Mg/Cd aprés 7jrs de traitement sont
regroupés dans les figures 3la et 31b. On y constate que les concentrations croissantes de

Mg ne sollicitent pas I’intervention de GSH. Cependant on a une induction du GSH a (5/100
et 20/100)uM de Mg/Cd.
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Fig. 31 a : Taux de GSH des racines de bhlé Fig. 31b : Taux de GSH des racines de blé
traitées par différentes concentrations de Mg. traitées par différentes concentrations de Mg/Cd.

e Des feuilles
Les résultats obtenus quant a I’activit¢ GSH dans les feuilles de blé traitées par des
concentrations croissantes de Mg et de Mg/Cd sont illustrés dans les figures 32a et 32b. On
constate une augmentation du GSH en fonction de 1’augmentation des concentrations de

Mg. Par contre, le traitement combiné Mg/Cd ne fait pas intervenir le GSH.
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Fig.32 a: Taux de GSH des feuilles de blé Fig.32b: Taux de GSH des feuilles de blé traitées
traitées par différentes concentrations de Mg. par différentes concentrations de Mg/Cd.

B. Effet du Ca et du Ca/Cd sur le taux de GSH
e Desracines
Le taux de GSH dans les racines de blé traitées par des concentrations de Ca et de Ca/Cd
est reportée dans les figures 33a et 33b; on y constate une stimulation du GSH a [5uM] de

Ca et aucun effet avec le traitement combiné Ca/Cd.
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Fig. 33a : Taux de GSH des racines de blé Fig. 33b : Taux de GSH des racines de blé
traitées par différentes concentrations de Ca. traitées par différentes concentrations de Ca/Cd.



e Des feuilles
Les figures 34a et 34b et représentent le taux de GSH dans les feuilles de blé traitées par
différentes concentrations de Ca et de Ca/Cd. On remarque une induction du GSH a [20 et
50]uM de Ca ; alors que seule, la concentration de (50/100) uM de Ca/Cd active le GSH.
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Fig. 34a : Taux de GSH des feuilles de blé Fig. 34b : Taux de GSH des feuilles de blé traitées
traitées par différentes concentrations de Ca. par différentes concentrations de Ca/Cd.

C. Effet du Cu et Cu/Cd sur le taux de GSH

e Des racines
Les figures 35a et 35b et représentent le taux de GSH des racines de blé traitées par des
concentrations de Cu et de Cu/Cd. Une légére induction du GSH est constatée a la [SuM]
de Cu. Toutes fois, les [5/100 et 20/100]uM de Cu/Cd augmente le GHS des racines de ble.
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Fig.35a: Taux de GSH des racines de blé traitées Fig. 35b : Taux de GSH des racines de blé
par différentes concentrations de Cu. traitées par différentes concentrations de

Cu/Cd.

e Des feuilles

Aucun effet n’est constaté pour le traitement simple (figure 36a) alors que chez les
traitements combinés (figure 36b), on a une induction a la plus forte concentration de
(50/100) puM de Cu/Cd.
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Fig. 36 a : Taux de GSH des feuilles de blé Fig. 36 b : Taux de GSH des feuilles de blé
traitées par différentes concentrations de Cu. traitées par différentes concentrations de Cu/Cd.



D. Effet du Cd sur le taux de GSH

e Des racines

On constate (fig. 37) une baisse du taux de GSH chez les racines de graines de blé dur

traitées avec 100uM de Cd (de 52 a 32nmol/mg Prot) par rapport aux témoins.
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Fig. 37 : Effet du Cd sur le Taux de GSH des racines de

blé dur.

La figure 38 illustre I’effet du Cd sur le taux de GSH des feuilles de graines de blé dur. En

effet, on constate une augmentation de 418nmol/mgProt du GSH chez les feuilles ce qui

représente pratiquement le double de celui des témoins.
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Fig.38 : Effet du Cd sur le taux de GSH des

feuilles de blé dur.
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Discussion Générale

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la réponse biologique du modeéle végétal
a savoir le blé dur (Triticum durum Desf.) vis-a-vis d’un métal lourd « le cadmium »
d’une part, connus pour son influence sur les paramétres morpho- metriques,
physiologiques et biochimiques et certains oligoéléments d’autre part, indispensables au
bon fonctionnement de certains cycles vitaux de la plante, associer ou non a la présence du
chlorure de cadmium dans le milieu de culture.

Le premier paramétre mesuré est la germination, celle-ci représente un processus complexe
considéré comme fortement affecté par la présence d’un exceés de métaux lourds. De plus, le
pourcentage de germination peut é&tre considéré comme reflétant la qualité de
I’environnement des plantes. Les résultats obtenus avec les effets des ¢léments (Mg, Cu,
Ca) sur le pourcentage moyen de germination (PMG) montrent que ce dernier augmente
pour toutes les concentrations et en fonction des différents traitements alors que le
cadmium (Cd) seul diminue le taux de germination de 50% a 48h pour atteindre un taux
proche de celui des témoins a la fin du traitement ce qui est en total accord avec les travaux
de Vernay et al., (2009).

Parallelement, le nombre moyen de racines, semble peu ou pas affecter par les traitements
a base de (Cd et Cu), en effet plusieurs auteurs s’accordent a dire que ce parameétre est peu
représentatif du stress (Salemaa et Uotila, 2001; Soughir, 2009).

Aussi, la vitesse moyenne des racines mesurée a partir de la longueur moyenne des racines
a été calculée, celle-ci semble subir plusieurs variations en fonction des traitements
appliqués. En effet, la croissance des plantules de blé dur exposées a ces traitements
provoguent des altérations morphologiques qui sont les premieres observations indicatrices
de stress. Les résultats obtenus apres traitement par le «Cd» seul montrent une
augmentation de la longueur moyenne des racines et par conséquent de leur vitesse de

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 1’apparition de symptomes d’intoxication,
accompagnées d’une inhibition de la croissance pondérale des plantes (Djebali et al., 2002;
Ghnaya et al., 2005; Zorrig et al., 2010; Abdel Latef, 2013; Ahmad et al., 2015; Asgher et
al., 2015). Cette inhibition serait peut étre due aux interférences directes du Cd avec les
enzymes hydrolytiques qui jouent un role important dans le transport des aliments vers les
racines primaires et les tiges, ce qui retarderait également la croissance racinaire (Mondal,
2013 et Parvaiz et al., 2016).

Cela s’expliquerait également par le fait que les graines de blé dur au premier contact
avec le cadmium ralentissent leur croissance racinaire. Sharma et Kumar (2002), ont mis en
évidence une diminution de la germination a des concentrations en cadmium au-dela de
100uM. Par ailleurs, nos résultats sont en parfait accord avec ceux réalisés sur le riz et le
blé et qui montrent que la germination reste assez forte en présence de doses modérées de
cadmium allant jusqu’a 200uM dans le milieu (Ahsan et al., 2007; Liu et al., 2007; He et
al., 2008. En effet, certaines graines montrent des capacités de germination fortes méme en
présence d’importantes doses de cadmium allant jusqu’a plusieurs mM.

Ernest (1998), vient appuyer ces observations et admet que la germination est un processus
certes vulnérable au stress métallique, mais qui serait des plus résistants parmi les autres
phases du développement de la plante. L auteur a suggéré que les barrieres tégumentaires
des graines y empécheraient une forte accumulation des métaux lourds. Par ailleurs, pour
tout processus physiologique ou métabolique, ce sont les seuils critiques de phytotoxicité,
définis en terme d’accumulation tissulaire qui déterminent la sensibilité aux métaux lourds.
Ce qui contredit les travaux de Mihoub et al., 2005 sur les petits pois et Soughir, 2009 sur

la feve.

Dans notre étude la présence de Cd améliore légérement la longueur des racines en
fonction du temps. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que le traitement a un stade précoce
n’agit pas négativement sur le métabolisme de la plante. Il est important de noter que le
traitement appliqué (100uM de Cd) chez les plantules de blé ne refléte pas celles au contact

des racines.



De méme, les concentrations 5 et 20uM de Mg ainsi que 5uM de Cu stimulent la
croissance racinaire puisque ces nutriments Mg et Cu sont indispensables a la croissance et
au developpement de la plante. Au-dela d’un certain seuil ces éléments deviennent toxiques
et inhibent la croissance racinaire.

En effet, les concentrations de Cu (20 et 50uM) et de Mg (50uM) inhibent la croissance
racinaire. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Cuypers, (2000) qui montre que
les plantes concentrent d’abord le Cu dans les racines et ce sont les organes qui subissent en
premier les impacts du Cu et qui sont les plus atteints (Paschke et Redente 2002). La
diminution de la croissance des racines a pour conséquence celle de la surface de
prélevement de la plante et donc une diminution du prélevement en eau et nutriments (Brun
et al., 2003; Chen, et al., 2013).

Quand le cuivre est en exces dans les cellules des racines la concentration en H,O, et les
quantités de peroxydases impliquées dans la synthese de la lignine augmentent (Lin et al.,
2005) cette augmentation peut engendrer une diminution de 1’accessibilit¢ du Cu aux
cellules (Cuypers, 2000, Dos Santos et al., 2004). Enfin 1’ajout de Ca stimule la croissance
racinaire durant les 96h du traitement. Il faut noter que le Ca est un élément majeur pour la
croissance des cellules (Farago, 1994). 1l joue un role dans 1’activation et la régulation de
plusieurs processus cellulaires (Couverso et Ferrandez 1996; Skorzynskva-Polit et al., 1998)
et représente une molécule signale (deuxieme messager) stimulant des activités
enzymatiques (Yang et Poovaiah, 2002).

En paralléle, le traitement combiné (Mg/Cd) inhibe la croissance racinaire a 20 et 50uM de
Mg. Sachant que ce dernier assure la distribution des métabolites (exp : Acides aminés et les
carbohydrates), la formation de certaines métabolites est limité par la présence de plusieurs
éléments a la fois qui entrent en compétition telles les carbohydrates entrainant ainsi une
diminution de la croissance racinaire et augmentent le risque de déficience des nutriments et

des stress environnementaux (Cakmak et Kirkby 2008).



De méme, le traitement combiné Cu/Cd (50/100uM) inhibe la croissance racinaire du fait
que déja le traitement simple (Mg, 50uM) affecte ce paramétre. Contrairement, 1’ajout de
concentrations élevées de Ca dans la solution du sol conduit a une réduction drastique et
méme a une neutralisation du stress « Cd » chez plusieurs especes de Fabaceae (Ferreira et
al., 2013). Cela met en évidence I'importance et I'efficacité du Ca vis-a-vis de la toxicité du
Cd.

Nos resultats viennent confirmés cette hypothese a 1’exception de 5uM de Ca/100uM Cd
ou on observe une inhibition de la croissance suite a ’effet drastique du Cd sachant que la
présence de faible concentration de Ca stimule son accumulation dans les racines. Kopittke
et al., (2014) rapportent les mémes observations ou ils montrent que l'activité ionique
calculée du Cd au niveau du site d'absorption de la racine est fortement diminuée par
rapport a l'activité de Ca dans le milieu enrichit en Ca mais beaucoup moins dans le milieu
a faible teneur en Ca, ainsi la faible disponibilité en Ca a amélioré I'absorption du Cd dans
les racines.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés aussi au taux de protéines totales. Ce

parametre subit des fluctuations en fonction des concentrations croissantes d’oligo-éléments
et du type de traitements ou on constate une augmentation de ce taux chez les racines de blé
pour tous les traitements par rapport au témoin. Contrairement aux racines, la quantité de
protéines totales chez les feuilles diminue en fonction des concentrations et du type de
traitement a 1’exception de 50uM de Mg, 50uM de Mg/100uM de Cd et toutes les
combinaisons Ca/Cd. Il est a signalé que les traitements seules Cu et Ca ne présentent
aucune variation concernant ce parameétre.
Nos résultats sont en corrélation avec ceux obtenus par plusieurs chercheurs (Rai et al.,
1983; Kumar, 1991 ) ces derniers rapportent que le stress peut provoquer une baisse ou une
augmentation des protéines totales. L’accumulation des protéines totales chez les plantes
exposees au Cd semble étre répandue (Zhao, 2011; Siddique et al., 2012; EI Beltagi et
Mohamed, 2013).



En effet, les protéines jouent un réle important dans la protection des plantes du stress
abiotique et biotique (Siddique et al., 2012; Ahmad et al., 2015; Abdel Latef et Tran,
2016). Ceci s’expliquerait par le fait que la présence de xénobiotiques a I’intérieur des tissus
stimule la synthése protéique de nombreuses enzymes entre autres celles intervenant dans la
détoxification ceci est en parfait accord avec les résultats de Shraddha Singh et al ., (2004)
qui montrent que 1’accumulation des protéines dans les racines et les feuilles de tomate est
proportionnelle a celle du meétal.

De mémes certains chercheurs expliquent cette accumulation des protéines par leur
capacité a équilibrer le potentiel hydrique de la plante et la capacité de préeserver les
enzymes de I’inhibition (Sharma et Dietz, 2006).

En effet, I’accumulation des protéines durant le stress métallique peut fournir des réserves
en azote (N) qui seront utilisés ultérieurement pour contribuer a 1’osmorégulation (Parvaiz
et al., 2016). D’autres travaux (Wollgiech et Newmann, 1995) reportent 1’induction des
protéines spécifiques au choc thermique sous ’effet d’un stress métallique qui montre leur
role dans la réponse adaptative. Salt et al., (2003), indiquent que 1’exposition des plants a
différentes concentrations de cadmium a tendance a provoquer une augmentation de la
synthese des protéines particulierement des phytochélatines dont le réle est la détoxification.
Ces mémes auteurs rapportent que pres de 80% du xénobiotique est détoxifié par ce type de
protéines.

En revanche, la diminution du taux de protéines enregistré dans notre étude suggére une
altération du métabolisme basal. Partant du principe que tout type de stress provoque une
libération de radicaux libres dans 1’organisme (Aurousseau, 2002) une altération des
composants cellulaires intervient alors lorsque l’intensité de ces phénoménes augmente
anormalement.

L’attaque des protéines cause de nombreuses modification allant de la simple oxydation
d’un acide aminé jusqu’a la fragmentation des chaines peptidiques d’ou la diminution de

leur taux de protéine (Moller et al ., 2007; Nizer, 2014).



Concernant les Effets du Cd, Mg et leurs combinaisons Mg/Cd sur les biomarqueurs de
stress chez les feuilles et racines de blé dur, les résultats montrent que les traitements
simples (Mg et Cd) inhibent le taux de GSH chez les racines de blé alors que ce méme taux
est stimulé chez les feuilles. Contrairement, le traitement combiné Mg/Cd stimule le taux de
GSH chez les racines et I’inhibe chez les feuilles.

En général, la présence du cadmium stimule le taux de GSH chez les racines traitées par
le cadmium ceci suggere la participation active de cet élément dans la détoxification des
(ROS) especes réactives a I’oxygeéne générés par le Cd (Asada et Takahashi, 1987).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Zhu et al., 1999; Cao et al., 2004 et Freeman et
al., 2004 et Shartai et al., 2012 chez lesquelles le niveau de GSH est rehaussé avec
I’augmentation de la tolérance a ’accumulation du Cd pour des faibles concentrations, et
aussi avec celles observées par Gallego et al.,1996; Nagalakshmi et Prasad, 2001;
Ducruix et al., 2006, Shartai et al., 2012 ou le niveau de GSH diminue en réponse au stress
induit par les fortes concentrations de Cd.

La présence du Magnésium dans les racines ne sollicite pas I’intervention du GSH du fait
que le Mg est un élément essentiel pour la croissance et le développement de la plante et sa
mobilité dans le phloéme (White and Broadley, 2008) dépend de plusieurs facteurs
(Mikkelsen, 2010). Dans la plante, 20% seulement du Mg total sont utilisés pour la synthese
des chlorophylles alors que 80% sont présents sous différentes formes mobiles (Marschner,
2012).

En revanche sa translocation massive vers les feuilles, (sachant que le Mg est [’atome
central de la molécule de chlorophylle et donc catalyseur de la photosynthese), induit la
production du GSH qui augmente en réponse aux concentrations croissantes de Mg
prouvant ainsi I’existence d’un stress oxydatif sachant que le GSH est un thiol cellulaire
prédominant et tres réactif des systéemes piégeurs non-enzymatiques appartenant a la
premiére ligne de défense antioxydante qui maintient 1’équilibre redox intracellulaire et les
antioxydants non-enzymatiques sous leur forme biologiquement active réduite.

Contrairement, le traitement combiné stimule la production du GSH pour les deux
premieres concentrations chez les racines et ’inhibe a la plus forte concentration alors
qu’elle est inhibée quelque que soit la concentration appliquée chez les feuilles prouvant

ainsi I’effet drastique du Cd associ¢ au Mg.



Quant au traitement seul par le Cu, il inhibe totalement le glutathion chez les racines et
les feuilles prouvant ainsi que le systeme en question est dépassé et remplacé par un
systeme de défense antioxydant plus performant (enzymatique) en réponse au stress
oxydatif généré par les concentrations croissantes de Cu. La méme chose est observée pour
le traitement combiné chez les feuilles.

Par contre, chez les racines le traitement combiné stimule la production du GSH.
Effectivement la présence du cuivre en excés dans les cellules fait augmenté la
concentration en H,O, (Lin et al., 2005) qui peut induire un stress oxydant. En plus, le Cu
perturbe 1’homéostasie des autres ¢léments de facons indirecte en modifiant la perméabilité
et I’intégrité membranaire et de fagcon directe en modifiant les besoins de la plante ou entre
en compétition avec d’autres ¢léments (Cook et al., 1997; Cuypers, 2000). Toutefois les
valeurs obtenues chez les plantes traitées par la combinaison Cd/Ca a différentes
concentrations sont inférieures a celles observées sous I’effet du Cd. Cependant la
combinaison Cd/Ca nous a permis de mettre en évidence le rdle protecteur que jouent cet
ion et son action dans la défense des cellules vis-a-vis du cadmium.

Ces résultats appuient ceux de Bernal et Ruvalcaba (1996) et Fellenberg (2000) qui stipulent
que le Ca bloque I’absorption des métaux toxiques en entrant en compétition avec ces
derniers au niveau des différents récepteurs cellulaires.

En effet, ’évaluation du stress oxydatif est généralement effectu¢ par des changements
dans les niveaux d'activités enzymatiques (CAT, SOD, etc ...) impliquées dans le systeme de
défense antioxydant (Vazquez-Torres et al., 2008; Li et al., 2016). La CAT constitue la
premiere ligne de défense antioxydante, elle catalyse la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne en eau et en oxygene.

Dans notre travail, la mesure de 1’activit¢ enzymatique CAT intervenant dans la
détoxification montre que le traitement par le Cadmium inhibe cette activité chez les racines
alors qu’une induction est observée chez les feuilles. Cela pourrait s’expliquer par le fait
que dans ces conditions de stress il y a déclanchement des systémes de détoxication qui
pour la plupart sont formés d’enzymes dont la catalase.

L’induction de cette activité suite a I’installation d’un stress oxydatif engendre par la
présence du Cd montre bien son role dans 1’élimination de 1’eau oxygéné (H,0,) forme suite

a I’accumulation du Cd dans les racines de blé.



Ces observations mettent en évidence un phénoméne de tolérance qui serait a 1’origine de
I’adaptation des plantes aux xénobiotiques (Cho et al., 2000; Soughir, 2009 ; Foyer et
Shigeoka, 2011; Sbartai et al., 2012).

En paralléle le traitement par le Mg seul et la combinaison Mg/Cd stimulent I’activité
catalase de maniére dose dépendante chez les racines prouvant ainsi le déclenchement du
systéme de défense de la plante en réponse au stress oxydant induit par les concentrations
croissantes de Mg.

En revanche le traitement par le cuivre seule inhibe cette activité chez les racines et les
feuilles de blé prouvant ainsi sa forte toxicité pour la cellule qui est levée par la présence du
Cd qui rentre en compétition empéchant ainsi la pénétration et la translocation du Cd vers
les feuilles.

Toutes fois, la présence de faibles concentrations de Ca chez les feuilles et racines de blé
dur n’induit pas I’activation de la CAT (enzyme de détoxification) du fait que le Ca est un

nutriment indispensable au développement de la plante et n’engendre pas de stress oxydatif.

Cependant, 1’association Cd/Ca perturbe I’absorption racinaire ou la présence de faibles
concentrations de Ca stimule le passage du Cd d’ou I’induction de la CAT alors que les
fortes concentrations de Ca bloque I’absorption des métaux toxiques en entrant en
compétition avec ces derniers au niveau des différents récepteurs cellulaires (Bernal et
Ruvalcaba, 1996; Fellenberg, 2000; Kopittke et al., 2014) et améliore la tolérance des
plantes au Cd par ’amélioration du systeme antioxydant (El Beltagi et Mohamed, 2013;
Parvaiz et al., 2016). Ceci nous permet de mettre en évidence le rble protecteur que joue cet
ion et son action dans la défense des cellules vis-a-vis du cadmium.

Enfin, I’analyse biochimique de D’activit¢ GST met en évidence une stimulation a
différents traitements (Cd, Cd/Mg et Cd/Cu) traduisant un phénomene de résistance des
cellules racinaires chez le blé, alors que le traitement au Ca seul, par sa nature en tant
qu’oligoélément indispensable a différentes fonctions de la plante, n’induit pas de stress
oxydant au niveau des racines d’ou I’inhibition constatée (Sbartai et al., 2012).

Nos résultats traduisent un phénomeéne de résistance aux métaux lourds, ce qui suggere que
cette variabilité devrait étre due en partie au degré selon lequel les organismes peuvent

détoxifier ces métaux aux différents stades de leur cycle de vie.



Conclusion

En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus dans notre travail comparé a ceux
rapportés dans la littérature nous ont permis de mieux comprendre ce phénoméne de
pollution. Ainsi, Les effets de certains métaux considérés comme oligoéléments (Mg, Ca,
Cu) indispensables au bon fonctionnement des cycles vitaux de la plante et de leurs
combinaisons avec le cadmium chez le blé dur permettent de noter un certain nombre de
points :

Le Cadmium affecte pratiguement tous les parametres physiologiques du blé dur a
I’exception de la phase de germination ou il agit faiblement sur cette étape de
développement et sur la croissance racinaire. L’action du Cd commence a un stade ultérieur
en activant la synthése de GSH et I’activité CAT. Il est ainsi a ’origine d’un déséquilibre
homéostatique dii principalement a un stress oxydant se traduisant par 1’induction d’une
multitude d’enzymes intervenant pour la plupart dans la détoxification.

L’addition de I’ion calcium et/ou magnésium semble réduire plus au moins les effets
observés en présence de cadmium. Ceci pourrait s’expliquer par une compétition
importante entre les deux ions. L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de suggerer
une hypothese relative au comportement des plants traités d’une part et par rapport aux
concentrations utilisées d’autre part. En revanche 1’ajout du cuivre a fortes concentrations

associé au Cd augmente le degré du stress induit chez les plantules de ble.



Cd

\x‘

N’affecte pas la phase de germination
Croissance

-

_/

Synthese de GSH et
CAT

J
L’Ajout du Cu augmente le degré de
stress

Effet du Cd
atténué

!

Compétition
entre Ca, Mg
et Cd

Hypothése

Perturbation des parametres physiologiques du Blé
dur excepté la germination

Intervention des enzymes dans la détoxification du
xénobiotique

Figure 39 : Comportement des grains de blé dur face a un stress métallique

associé a une nutrition minérale.



Perspectives

Il serait interessant a I’avenir de pouvoir :

- Déterminer les taux de métaux lourds a savoir le Cuivre et le Cadmium dans les
racines, les feuilles et le sol ainsi que leur localisation.

- Doser les activités des alpha et béta amylases qui interviennent lors du processus de
germination ainsi que les phosphatases lors des traitements par les ETM.

- Approfondir les résultats a un niveau subcellulaire (mitochondries et chloroplastes).



Anhexes



ANOVA a un facteur controlé : % de GER des traitements simples Mg a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour %ger Mg

Source DL SC c™M F P

C148 11 7594 690 4,62 0,001

Erreur 24 3585 149

Total 35 11179
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

41,11 12,62 (R

37,78 23,41 B .

23,56 3,36 (-—*--)

17,78 3,85 (-——-*-—)

40,00 20,00 (S —
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43,22 10,00 [
56,67 3,34 [

10 3 5016 3,17 [

11 3 7167 1041 [E——

12 3 3844 13,50 |

Ecart-type groupé = 12,22 25 50 75

ANOVA a un facteur contrdlé : % de GER des traitements combinés Mg /Cd a 48,72 et 96h

Analyse de variance pour %Mg COM

Source DL SC CM F P

Ci150 11 8540 776 4,43 0,001

Erreur 24 4203 175

Total 35 12743
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType ---+ + + +

17,78 3,85  (-----*---)

10,11 3,17 (-—-*--—--)

27,00 20,00 (------ *eeeen)

13,33 0,00 (-----F*------ )
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40,00 20,00 [
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40,00 20,00 [
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10 3 53,44 20,17 [
11 3 5367 1,15 [

12 3 24,00 3,61 (- *eeos)
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T 1 } }

Ecart-type groupé = 13,23 0 25 50 75




ANOVA a un facteur contrélé : % de GER du Ca traitements simples a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour %Ca Sim

Source DL SC c™M F P

C152 11 8838 803 4,91 0,001

Erreur 24 3930 164

Total 35 12767
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

17,78 3,85 (----*----)

20,11 6,84 (---*--—-)

24,11 9,70 (--—---*----)

33,67 13,50 (SR S )

40,00 20,00 (S —
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53,00 0,00 (|
37,00 10,00 (—
50,00 17,00 (R —
56,67 3,34 (S ]
10 3 70,00 10,00 (S
11 3 3367 1350 (- )
12 3 56,78 23,34 (.
Ecart-type groupé = 12,80 25 50 75

ANOVA a un facteur contrdlé : % de Ger du Ca/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour %Ca Com

Source DL SC CM F P

C154 11 13813 1256 7,92 0,000

Erreur 24 3805 159

Total 35 17618
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +

17,78 3,85  (-——-*--)

3,33 3,51 (—-*--)

20,00 0,00 (----*----)

20,11 6,84  (—-*-)

OO NOOTULLP, WN B
w wwwwwwww
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11 3 46,78 26,67 (----*----)
12 3 74,67 10,79 (=---*-nms)
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ANOVA a un facteur contrdlé : % de Ger du Cu traitements simples a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour %Cu Sim

Source DL SC C™M F P

Ci56 11 8325 757 3,26 0,008

Erreur 24 5578 232

Total 35 13903
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --+ + + +

17,78 3,85 (------ *omeee )

13,56 6,68 (-—--—-- H oo )

26,78 20,00 (-----—-- R )

23,55 10,01 (--—--- H oo )
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12 3 53,50 6,50 [
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T T T T

Ecart-type groupé = 15,24 0 25 50 75

ANOVA a un facteur contrdlé : % de Ger du Cu/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour %Cu Com

Source DL SC CcM F P

C158 11 11904 1082 7,28 0,000

Erreur 24 3566 149

Total 35 15470
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
17,78 3,85 (-—--- S )
40,44 13,17 (----- L J— )

26,78 13,34 (-t
6,78 6,67 (----*--)

OO NOOTULLE, WN -
w wwwwwwww
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56,67 3,51 (R .
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10 3 54,00 6,56 (=mmm*emmn)
11 3 68,00 20,07 [ B
12 3 61,00 1,73 (== enmes)

Ecart-type groupé = 12,19 0 25 50 75



ANOVA a un facteur controlé : % de Ger Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour %Cd Sim

Source DL SC CM F P

C160 5 6109 1222 6,71 0,003

Erreur 12 2185 182

Total 17 8294
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +

17,78 3,85 (---—-- —— )

10,00 10,00 (------ e )

40,00 20,00 (— L — )

50,00 17,00  — L )

56,67 3,34 (— * )

56,67 16,67 (— * o)

AU WN -
w w wwww

Ecart-type groupé = 13,49 0 25 50 75

ANOVA a un facteur controlé : Nbr Moy Rac Mg a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour nbr rac

Source DL SC C™M F P

Ci62 11 36,005 3,273 6,48 0,000

Erreur 24 12,119 0,505

Total 35 48,125
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +

3,0000 0,0000 (---—-*--—--)

2,3333 1,1547  (-——-*-)

1,6667 1,1547 (-----*-----)

2,3333 1,1547  (-——-*-)

OCoONOOTULLPE, WN -
wW wwwwwwww

3,1667 0,1528 (cmmec¥ )
2,8900 0,1905  (--—*-)
3,6667 0,5774 (-
3,0000 0,0000  (---*---)
53333 1,1547 [——
10 3 4,6667 0,5774 [
11 3 4,0000 0,0000 [
12 3 4,0000 0,0000 [

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 0,7106 1,5 3,0 4,5 6,0




ANOVA a un facteur contrélé : NBR Moy Rac Mg/Cd a 48, 72 et 96H

Analyse de variance pour NBR Mg/C

Source DL SC C™M F P

C98 8 31,966 3,996 30,72 0,000

Erreur 18 2,341 0,130

Total 26 34,307
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1,6667 0,5774 --*e-

1,0000 0,0000 (--*--

2,0000 0,0000 (--*--

2,8300 0,1700 (--*--

3,3533 0,3550 (--*--

2,8733 0,1250 (--*--

3,3333 0,5774 (--*--

4,6667 0,5774 (--*--

4,0000 0,0000 (--*--

Ecart-type groupé = 0,3606 1,5 3,0 4,5

OO0 NOUL A WN R
W wwwwwwww

ANOVA a un facteur controlé : Nbr Moy Rac Ca a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour nbr Ca

Source DL SC CM F P

Cle4 11 16,607 1,510 5,14 0,000

Erreur 24 7,048 0,294

Total 35 23,655
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --+ + + +

3,0000 0,0000 (----*----)

3,0000 0,0000 (----*----)

3,0000 0,0000 (----*----)

3,0000 0,0000 (----*----)

3,1667 0,1528  (----*----)

3,0000 0,0000 (----*----)

2,8100 0,5597 (----*-----)

3,7500 0,4330 (== enmes)

5,3333 11,1547 (----*-----)

10 3 3,6667 1,1547 (-mmm*enmn)

11 3 3,6667 0,5774 (-mmm*enmn)

12 34,0000 0,0000 [ .

Ecart-type groupé = 0,5419 2,4 3,6 4,8 6,0

OO NOOTULLE, WN -
w wwwwwwww




ANOVA a un facteur contrélé : Nbr Moy Rac Ca/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour nbr Ca/C
Source DL SC C™M F P
Cle6 11 59,277 5,389 29,92 0,000
Erreur 24 4,322 0,180
Total 35 63,599
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + +
3,0000 0,0000 (--*--
0,6667 0,5774 (--*--
1,0000 0,0000 (--*--
1,3333 0,5774  (--*--
3,1667 0,1528 (--*--)
2,7833 0,2150 --*--)
2,9933 0,2601 (--*--
3,4033 0,1550 (--*--
5,3333 11,1547 (--*--)
10 3 3,0000 0,0000 (--*--
11 3 4,0000 0,0000 (--*--
12 3 4,0000 0,0000 (--*--

Ecart-type groupé = 0,4244 1,6 3,2 48

OO0 NOOTULLPE, WN -
W wwwwwwww

ANOVA a un facteur controlé : Nbr Moy Rac Cu a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour nbr Cu
Source DL SC CM F P
Ci68 11 33,672 3,061 5,76 0,000
Erreur 24 12,755 0,531
Total 35 46,427
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + +
3,0000 0,0000 (--—-*--)
1,3333 11,5275 (--—--*-----)
2,3333 11,1547 (==mmm*emmn)
2,3333 0,5774 (-=m--*-m--)
3,1667 0,1528 (R .
3,0000 0,0000 (R .
3,4167 0,1443 (----*---)
3,0000 0,0000 (R .
5,3333 11,1547 (----*---)
10 3 3,6667 0,5774 (R .
11 3 3,3333 0,5774 (mmm*emmn)
12 3 4,3333 0,5774 (-

Ecart-type groupé = 0,7290 1,6 3,2 438

OO NOOTULLP, WN B
w wwwwwwww




ANOVA a un facteur contrélé : Nbr Moy Rac Cu/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour nbr Cu/C
Source DL SC C™M F P
C170 11 59,778 5,434 15,23 0,000
Erreur 24 8,564 0,357
Total 35 68,342
IC individuel a 95% pour la moyenne

Niveau
3,0000
1,5000
1,6667
1,0000
3,1667
3,0533
3,1233
2,9400
5,3333

OO0 NOOTULLPE, WN -
W wwwwwwww

0,0000

Basé sur Ecart-type groupé
N Moyenne EcarType + + +

10 34,0000 0,0000 (~—*-r)
11 3 5,0000 0,0000 (===*----)
12 3 4,3333 0,5774

4
T

Ecart-type groupé = 0,5974

1,6

ANOVA a un facteur controlé : Nbr Moy Rac Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour nbr Cd

Source DL SC CM F P

C172 5 31,498 6,300 7,90 0,002

Erreur 12 9,571 0,798

Total 17 41,069
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +

1 3 3,0000 0,0000 (-—---*-----)

2 3 1,0000 1,7321 (-----*-----)

3 3 3,1667 0,1528 (-----*----)

4 3 2,5433 0,6550 (-----*----)

5 3 5,3333 1,1547 (-----*----)

6 3 4,0000 0,0000 (-----*-----)

Ecart-type groupé= 0,8931 0,0 2,0 4,0

+ + +. +.
T T T

6,0



ANOVA a un facteur controlé : Lg Moy Rac des témoins a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour Lg 0

Source DL SC C™M F P

C82 2 7,6325 3,8162 108,97 0,000

Erreur 6 0,2101 0,0350

Total 8 7,8426
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 0,5667 0,0577 (--*--

2 3 1,6033 0,1950 (-*--)

3 3 2,8200 0,2524 (—-*--)
Ecart-type groupé = 0,1871 0,80 1,60 2,40

ANOVA a un facteur controlé : Lg Moy Rac Mg a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour Lg Mg

Source DL SC CM F P

C84 8 26,7839 3,3480 51,00 0,000

Erreur 18 1,1815 0,0656

Total 26 27,9655
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

0,8433 0,1504 (--*---)

0,6000 0,1732 (--*--

0,6000 0,1000 (--*--

2,0600 0,2163 (---*--

1,7000 0,3200 (-*--

2,0333 0,5350 (-*--

3,3767 0,1686 (--*--

2,8633 0,1457 (-*--

3,0133 0,2074 (-*--

Ecart-type groupé = 0,2562 1,0 2,0 3,0

OO NOULDS WN
w wwwwwwww




ANOVA a un facteur contrélé : Lg Moy Rac Ca

Analyse de variance pour Lg Ca

Source DL SC C™M F P

C86 8 22,4285 12,8036 30,95 0,000

Erreur 18 1,6303 0,0906

Total 26 24,0589
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

0,8333 0,2517 (--*---)

0,9667 0,2887 (---*--)

0,9333 0,2517 (--*--)

2,0233 0,1150 ¥
1,9400 0,1200 -*o)

1,9500 0,0500 (---*--)
3,2300 0,3897 (--*---)
2,7533 0,6369 (-=-*--)
3,3500 0,1323 (—-*--)

+ + +. 4
T T T T

Ecart-type groupé = 0,3010 1,0 2,0 3,0 4,0

OO0 NOUL A WN R
W wwwwwwww

ANOVA a un facteur controlé : Lg Moy Rac Cu a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour LgCu

Source DL SC CM F P

C88 8 13,0144 1,6268 84,47 0,000

Erreur 18 0,3467 0,0193

Total 26 13,3611
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
0,6000 0,1000 (--*-

0,6333 0,0577 (-*-

0,5667 0,1155 (-*-

1,4133 0,0651 ke

1,4433 0,0513 (--*-

1,3433 0,1750 (-*--

2,5633 0,1185 (--*-
2,0700 0,2330 (--*-

2,1833 0,2021 (-*--

Ecart-type groupé = 0,1388 0,70 1,40 2,10 2,80

OCOoONOOULLEA, WN PR
w wwwwwwww




ANOVA a un facteur contrdlé : Lg Moy Rac Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour Lg Cd

Source DL SC C™M F P

Cc90 2 3,2294 1,6147 33,07 0,001

Erreur 6 0,2930 0,0488

Total 8 3,5224
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 0,3667 0,3215 (----*----)

2 3 1,0633 0,1850 (-—--*----)

3 3 1,8333 0,0945 (---- -
Ecart-type groupé = 0,2210 0,60 1,20 1,80

ANOVA a un facteur contrdlé : Lg Moy Rac Mg/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour Lg

Source DL SC CM F P

Mg/Cd 8 16,7855 2,0982 42,25 0,000

Erreur 18 0,8939 0,0497

Total 26 17,6794
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

0,5000 0,0000 (--*---)

0,5000 0,0000 (--*---)

0,5667 0,1155 (--*--

1,2933 0,2650 —-*..)

1,7100 0,0100 )

1,6633 10,0850 (--*--

2,2167 10,1762 (=—-*--)

2,5900 0,5651 —*o)

2,4533 0,0757 (-=-*--

Ecart-type groupé = 0,2229 0,80 1,60 2,40

OO NOUL A WN R
W wwwwwwww




ANOVA a un facteur contrélé : Lg Moy Rac Ca/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour Lg Ca/Cd

Source DL SC CM F P

Cc94 8 18,5763 12,3220 35,47 0,000

Erreur 18 1,1782 0,0655

Total 26 19,7545
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

0,4000 0,3464 (--*--

0,5833 0,0289 (--*--

0,6000 0,1000 (--*--

1,3967 0,4104 (--*--

1,4667 0,0252 (--*--

1,5400 0,0300 --*--)

1,7367 0,0723 (--*--)

2,4433 0,4477 (--*--)

3,0433 0,2875 (--*---)

OO0 NOUL A WN R
W wwwwwwww

Ecart-type groupé = 0,2558 1,0 20 3,0

ANOVA 3 un facteur contrélé : Lg Moy Rac Cu/Cd a 48,72 et 96H

Analyse de variance pour Lg Cu/Cd

Source DL SC C™M F P

C96 8 24,1665 13,0208 86,32 0,000

Erreur 18 0,6299 0,0350

Total 26 24,7965
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

0,7033 0,0839 (-*-

0,7333 0,1041  (-*--

0,3333 0,2887 (-*--)

1,7500 0,2300 -k

1,7033 0,1250 (-*-

1,5200 0,1400 (-*-

3,0900 0,1453 (-*-

3,0267 0,3109 (-*--

2,4300 0,0889 e

Ecart-type groupé = 0,1871 1,0 20 3,0

OCoONOULA WN PR
w wwwwwwww




ANOVA a un facteur contrdlé : Protéines totales racines Mg

Analyse de variance pour C105
Source DL SC CM F P
C106 30,1181795 0,0393932 3,9E+06 0,000
Erreur 8 0,0000001 0,0000000
Total 110,1181796
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 0,414800 0,000100 *

2 3 0,414800 0,000100 *

3 3 0,294100 0,000100 *

4 3 0,573500 0,000100 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 0,000100 0,320 0,400 0,480 0,560

ANOVA 3 un facteur contrélé : Protéines totales racines Mg/Cd

Analyse de variance pour C113
Source DL SC CM F P
Cl14 30,44484370,1482812 1,7E+04 0,000
Erreur 8 0,0000687 0,0000086
Total 110,4449124
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 0,41480 0,00010 (*

2 3 0,63997 0,00586 (*

3 3 0,22433 0,00006 *

4 3 0,71320 0,00010 (*

+ + +. 4
T T T T

Ecart-type groupé = 0,00293 0,30 045 0,60 0,75
ANOVA a un facteur controlé : Protéines totales Mg feuilles

Analyse de variance pour C119
Source DL SC CM F P
C120 30,6548192 0,2182731 2,2E+07 0,000
Erreur 8 0,0000001 0,0000000
Total 110,6548193
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 1,23280 0,00010 *
2 3 0,72480 0,00010 *
3 3 0,63280 0,00010 *
4 3 0,97560 0,00010 *

Ecart-type groupé = 0,00010 0,80 1,00 1,20




ANOVA a un facteur contrélé : Protéines totales feuilles Mg/Cd

Analyse de variance pour C127
Source DL SC C™M F P
C128 30,5802957 0,1934319 7,5E+05 0,000
Erreur 8 0,0000021 0,0000003
Total 110,5802977
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType -+ + +
1 3 1,23280 0,00010 *
2 3 1,54700 0,00100 *
3 3 0,95660 0,00010 *
4 3 1,08670 0,00010 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 0,00051 0,96 1,12 1,28 1,44

+

ANOVA a un facteur controlé : Protéines totales racines Ca

Analyse de variance pour C103
Source DL SC C™M F P
C104 30,8903591 0,2967864 3,0E+07 0,000
Erreur 8 0,0000001 0,0000000
Total 110,8903592
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 0,414800 0,000100 *

2 3 0,121700 0,000100 *

3 3 0,827500 0,000100 *

4 3 0,700500 0,000100 *

+ + +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 0,000100 0,20 0,40 0,60 0,80

ANOVA a un facteur contrélé : Protéines totales racines Ca/Cd

Analyse de variance pour C111

Source DL SC CM F P

C112 3 15,31201 5,10400 5,1E+08 0,000

Erreur 8 0,00000 0,00000

Total 11 15,31201
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 0,41480 0,00010 *

2 3 2,53540 0,00010 *

3 3 3,27830 0,00010 *

4 3 1,11850 0,00010 *

+
T

Ecart-type groupé = 0,00010 0,80 1,60 2,40 3,20

+
+
'_




ANOVA a un facteur controlé : Protéines totales feuilles Ca

Analyse de variance pour C117
Source DL SC C™M F P
C118 30,1465302 0,0488434 4,9E+06 0,000
Erreur 8 0,0000001 0,0000000
Total 110,1465303
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 1,23280 0,00010 *

2 3 0,95660 0,00010 *

3 3 1,03590 0,00010 *)

4 3 0,96930 0,00010 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 0,00010 0,960 1,040 1,120 1,200

ANOVA a un facteur contrélé : Protéines totales feuilles Ca/Cd

Analyse de variance pour C125
Source DL SC C™M F P
C126 3 1,679736 0,559912 5,6E+07 0,000
Erreur 8 0,000000 0,000000
Total 11 1,679736
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType +

+
-

1 3 1,23280 0,00010 *

2 3 1,48770 0,00010 *

3 3 1,90360 0,00010 *

4 3 2,20530 0,00010 *
Ecart-type groupé = 0,00010 1,50 1,80 2,10

ANOVA a un facteur controélé : Protéines totales racines Cu

Analyse de variance pour C107

Source DL SC CM F P

Cc108 3 11,64355 3,88118 3,9E+08 0,000

Erreur 8 0,00000 0,00000

Total 11 11,64355
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 0,41480 0,00010 *

2 3 0,26240 0,00010 *

3 3 2,68780 0,00010 *

4 3 0,61780 0,00010 *

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 0,00010 0,70 1,40 2,10




ANOVA a un facteur contrdlé : Protéines totales racines Cu/Cd

Analyse de variance pour C115

Source DL SC C™M F P

C116 3 2,728382 0,909461 9,1E+07 0,000

Erreur 8 0,000000 0,000000

Total 11 2,728382
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 0,41480 0,00010 *

2 3 1,13860 0,00010 *

3 3 0,56720 0,00010 *

4 3 1,61480 0,00010 *
Ecart-type groupé = 0,00010 0,70 1,05 1,40

ANOVA a un facteur controlé : Protéines totales feuilles Cu

Analyse de variance pour C121
Source DL SC C™M F P
C122 30,1848195 0,0616065 6,2E+06 0,000
Erreur 8 0,0000001 0,0000000
Total 110,1848196
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 1,23280 0,00010 *

2 3 1,17970 0,00010 *

3 3 0,96070 0,00010 *

4 3 1,28770 0,00010 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 0,00010 1,00 1,20 1,20 1,30

ANOVA a un facteur contrélé : Protéines totales feuilles Cu/Cd

Analyse de variance pour C129

Source DL SC CM F P

C130 3 1,151793 0,383931 3,8E+07 0,000

Erreur 8 0,000000 0,000000

Total 11 1,151793
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 1,23280 0,00010 *

2 3 0,39780 0,00010 *

3 3 0,99780 0,00010 *

4 3 0,74390 0,00010 *

+
T

Ecart-type groupé = 0,00010 050 0,75 1,00 1,25

+
+
'_




ANOVA a un facteur controlé : Protéines totales racines Cd

Analyse de variance pour C109
Source DL SC C™M F P
C110 10,0292741 0,0292741 2,9E+06 0,000
Erreur 4 0,0000000 0,0000000
Total 50,0292742
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType --+ + + +
1 3 0,414800 0,000100 *
2 3 0,275100 0,000100 *

+ + + +

Ecart-type groupé = 0,000100 0,280 0,320 0,360 0,400

ANOVA a un facteur controlé : Protéines totales feuilles Cd

Analyse de variance pour C123
Source DL SC C™M F P
C124 10,0174960 0,0174960 1,7E+06 0,000
Erreur 4 0,0000000 0,0000000
Total 50,0174960
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 1,23280 0,00010 *
2 3 1,12480 0,00010 *

4 4 + +
T T T T

Ecart-type groupé = 0,00010 1,140 1,170 1,200 1,230

ANOVA a un facteur controlé : CAT Mg Rac traitement simple

Analyse de variance pour CAT MgR
Source DL SC CM F P
C30 3 0,0000076 0,0000025 9,8E+04 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000076
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 2,45E-04 1,00E-06 *
2 3 2,25E-03 1,00E-05 *)
3 3 4,75E-04 1,00E-06 *
4 3 5,97E-04 1,00E-06 *

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 5,07E-06 0,00060 0,00120 0,00180




ANOVA a un facteur contrélé : CAT Mg/Cd Rac

Analyse de variance pour CATMg/Cd
Source DL SC C™M F P
Cc40 3 0,0000002 0,0000001 6,6E+04 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000002
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 2,45E-04 1,00E-06 *)

2 3 5,41E-04 1,00E-06 *

3 3 5,64E-04 1,00E-06 *)

4 3 5,14E-04 1,00E-06 *)

+ + +. 4
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00E-06 0,00030 0,00040 0,00050 0,00060

ANOVA a un facteur controlé : CAT Mg Feui traitement simple

Analyse de variance pour CAT Mg F
Source DL SC C™M F P
ca4 3 0,0000003 0,0000001 1355,11 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000003
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --+ + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 (*

2 3 7,30E-04 1,00E-05 (*

3 3 4,20E-04 1,00E-05 (*)

4 3 4,40E-04 1,00E-05 *)

+

Ecart-type groupé = 8,67E-06 0,00030 0,00045 0,00060 0,00075

ANOVA a un facteur contrdlé : CAT Mg/Cd Feui

Analyse de variance pour CAT Mg/Cd
Source DL SC CM F P
C54 30,0000037 0,0000012 4,8E+04 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000037
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 *
2 3 5,90E-04 1,00E-05 *
3 3 1,77E-03 1,00E-06 *)
4 3 9,47E-04 1,00E-06 *

+ + + +

Ecart-type groupé = 5,07E-06 0,00050 0,00100 0,00150 0,00200



ANOVA a un facteur contrdlé : CAT Ca Rac traitement simple

Analyse de variance pour CAT Ca R
Source DL SC C™M F P
C34 3 0,0000169 0,0000056 5,6E+06 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000169
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 2,45E-04 1,00E-06 *
2 3 3,03E-03 1,00E-06 *
3 3 2,98E-04 1,00E-06 *
4 3 3,12E-04 1,00E-06 *

Ecart-type groupé = 1,00E-06 0,00080 0,00160 0,00240

ANOVA a un facteur contrélé : CAT Ca/Cd Rac

Analyse de variance pour CAT Ca/Cd
Source DL SC C™M F P
Cc42 3 0,0000008 0,0000003 2,7E+05 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000008
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 2,45E-04 1,00E-06 *
2 3 2,91E-04 1,00E-06  (*
3 3 1,86E-04 1,00E-06 *
4 3 8,32E-04 1,00E-06 *

+ + +. +.
+

Ecart-type groupé = 1,00E-06  0,00020 0,00040 0,00060 0,00080

ANOVA a un facteur controlé : CAT Ca Feui traitement simple

Analyse de variance pour CAT Ca F
Source DL SC CM F P
C48 3 0,0000015 0,0000005 5,0E+05 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000015
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 *

2 3 8,13E-04 1,00E-06 *

3 3 1,24E-03 1,00E-06 *

4 3 5,26E-04 1,00E-06 (*

+ + +. +.

Ecart-type groupé = 1,00E-06  0,00030 0,00060 0,00090 0,00120




ANOVA a un facteur contrdlé : CAT Ca/Cd Feui

Analyse de variance pour CAT Ca/C

Source DL SC C™M F P

C56 3 0,0000000 0,0000000 478,17 0,000

Erreur 8 0,0000000 0,0000000

Total 11 0,0000000
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 (-*)

2 3 1,75E-04 1,00E-06 (-*)

3 3 2,80E-04 1,00E-05 (-*-)

4 3 1,78E-04 1,00E-06 (-*)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 5,07E-06 0,000200 0,000240 0,000280

ANOVA a un facteur controlé : CAT Cu Rac traitement simple

Analyse de variance pour CAT Cu Rac
Source DL SC C™M F P
C32 3 0,0000008 0,0000003 2,6E+05 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000008
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 2,45E-04 1,00E-06 *

2 3 8,85E-04 1,00E-06 *

3 3 7,74E-04 1,00E-06 *

4 3 4,36E-04 1,00E-06 *

Ecart-type groupé = 1,00E-06 0,00040 0,00060 0,00080

ANOVA i un facteur contrélé : CAT Cu/Cd Rac

Analyse de variance pour CAT Cu/Cd
Source DL SC CM F P
C38 30,0002577 0,0000859 5,2E+07 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0002577
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 2,45E-04 1,00E-06 *
2 3 7,79E-04 1,00E-06 *
3 3 1,11E-02 1,53E-06 *
4 3 2,31E-04 1,53E-06 *

+ + +

Ecart-type groupé = 1,29E-06 0,0030 0,0060 0,0090




ANOVA a un facteur contrdlé : CAT Cu Feui traitement simple

Analyse de variance pour CAT Cu Feui
Source DL SC CM F P
C46 3 0,0000008 0,0000003 3,4E+05 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000008
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 *
2 3 9,32E-04 1,00E-06 *
3 3 3,47E-04 1,00E-06 *
4 3 4,60E-04 1,00E-07 *

Ecart-type groupé = 8,67E-07 0,00040 0,00060 0,00080 0,00100

ANOVA a un facteur contrdlé : CAT Cu/Cd Feui

Analyse de variance pour CATCu/Cd
Source DL SC C™M F P
C52 30,0000019 0,0000006 1,2E+04 0,000
Erreur 8 0,0000000 0,0000000
Total 11 0,0000019
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 (*

2 3 1,36E-03 1,00E-06 *)

3 3 7,90E-04 1,00E-05 *)

4 3 5,70E-04 1,00E-05 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé =7,11E-06  0,00030 0,00060 0,00090 0,00120

ANOVA a un facteur controlé : CAT Cd Rac

Analyse de variance pour CAT Cd R

Source DL SC CM F P

C36 1 0,0000000 0,0000000 0,61 0,479

Erreur 4 0,0000000 0,0000000

Total 5 0,0000000
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 2,45E-04 1,00E-06 | * )
2 3 2,00E-04 1,00E-04 ( * )

+ + +

Ecart-type groupé = 7,07E-05 0,000160 0,000240 0,000320




ANOVA a un facteur controélé : CAT Cd Feui

Analyse de variance pour CAT Cd F
Source DL SC C™M F P
C50 1 0,0000001 0,0000001 1,5E+05 0,000
Erreur 4 0,0000000 0,0000000
Total  50,0000001
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 2,94E-04 1,00E-06 *)
2 3 6,07E-04 1,00E-06 *

+ + 4. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00E-06  0,00030 0,00040 0,00050 0,00060

ANOVA a un facteur controlé : GST Rac Mg Traitements Simples

Analyse de variance pour GSTMg R ***

Source DL SC C™m F P

Cce60 3 405897,0 135299,0 1,4E+05 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 405905,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --—-+ + +

+

1 3 280,00 1,00 *

2 3 260,00 1,00 *

3 3 714,00 1,00 *
4 3 348,00 1,00 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00 300 450 600 750

ANOVA a un facteur contrdlé : GST Mg/Cd Rac

Analyse de variance pour GST Mg/Cd

Source DL SC CM F P

C68 3 1504443 501481 5,0E+05 0,000

Erreur 8 8 1

Total 11 1504451
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 28,00 1,00 *

2 3 944,00 1,00 *

3 3 323,00 1,00 *

4 3 139,00 1,00 *

+ + +

Ecart-type groupé = 1,00 250 500 750




ANOVA a un facteur contrdlé : GST Mg Feui traitement simple

Analyse de variance pour GST Mg fEUI

Source DL SC C™M F P

Mg F 3 48675,0 16225,0 553,12 0,000

Erreur 8 234,7 29,3

Total 11 48909,7
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 325,00 1,00 (*)

2 3 325,00 1,00 (*)

3 3 230,00 1,00 (*)

4 3 176,67 10,69 (*-)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 5,42 200 250 300

ANOVA a un facteur contrdlé : GST Mg/Cd Feui

Analyse de variance pour GST Mg/Cd
Source DL SC CM F P
C74 3 174177,0 58059,0 5,8E+04 0,000
Erreur 8 8,0 1,0
Total 11 174185,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType +
1 3 325,00 1,00 (*
2 3 107,00 1,00 *
3 3 25,00 1,00 (*
4 3 37,00 1,00 *

Ecart-type groupé = 1,00 100 200 300

+
+

ANOVA a un facteur controlé : GST Ca Rac traitement simple

Analyse de variance pour GST Ca R

Source DL SC CM F P

C58 3 15963,00 5321,00 5321,00 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 15971,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 280,00 1,00 *)

2 3 272,00 1,00 (*

3 3 189,00 1,00 *

4 3 265,00 1,00 *)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 1,00 210 240 270




ANOVA a un facteur contrdlé : GST Ca/Cd Rac

Analyse de variance pour GST Ca/Cd

Source DL SC C™M F P

C66 3 1302,00 434,00 434,00 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 1310,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 28,000 1,000 (-*-)

2 3 30,000 1,000 (-*)

3 3 45,000 1,000 (*-)

4 3 53,000 1,000 (*-)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 1,000 32,0 40,0 48,0

ANOVA a un facteur controlé : GST Ca feui traitement simple

Analyse de variance pour GST Ca

Source DL SC C™M F P

feui 3 179310,0 59770,0 6,0E+04 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 179318,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType ---+ + + +
1 3 325,00 1,00 (*

2 3 143,00 1,00 *

3 3 64,00 1,00 *

4 3 356,00 1,00 (*

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00 80 160 240 320

ANOVA a un facteur contrélé : GST Ca/Cd Feui

Analyse de variance pour GST Ca/Cd feui

Source DL SC CM F P

C72 3 66858,00 22286,00 2,2E+04 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 66866,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType --+ + + +
1 3 325,00 1,00 *

2 3 439,00 1,00 *

3 3 354,00 1,00 *

4 3 230,00 1,00 *)

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé= 1,00 240 300 360 420




ANOVA a un facteur contrdlé : GST Cu Rac traitement simple

Analyse de variance pour GST Cu R

Source DL SC C™M F P

C62 3 147488,3 49162,8 4,9E+04 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 147496,3
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 280,00 1,00 *

2 3 414,00 1,00 *)

3 3 240,00 1,00 *

4 3 103,00 1,00 *

+ +. +.

Ecart-type groupé = 1,00 200 300 400

ANOVA i un facteur contrélé : GST Cu/Cd Rac

Analyse de variance pour GST Cu/C

Source DL SC C™M F P

C70 3 6044,25 2014,75 1511,06 0,000

Erreur 8 10,67 1,33

Total 11 6054,92
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

+
+

Niveau N Moyenne EcarType +

1 3 28,000 1,000 (*

2 3 21,667 1,528 (*)

3 3 75,000 1,000 (*)

4 3 21,000 1,000 (*)

Ecart-type groupé = 1,155 32 48 64

ANOVA a un facteur contrélé : GST Cu feuil traitement simple

Analyse de variance pour GST Cu

Source DL SC CM F P

feuil 3 624762,0 208254,0 2,1E+05 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 624770,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 325,00 1,00 *

2 3 32800 1,00 *

3 3 700,00 1,00 *

4 3 843,00 1,00 *

+
T

Ecart-type groupé = 1,00 450 600 750

+
'_




ANOVA a un facteur contrdlé : GST Cu/Cd Feui

Analyse de variance pour GST Cu/Cd

Source DL SC C™M F P

C76 3 73262,25 24420,75 2,4E+04 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 73270,25
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 325,00 1,00 *

2 3 280,00 1,00 (*

3 3 130,00 1,00 (*

4 3 314,00 1,00 *)

Ecart-type groupé = 1,00 180 240 300

ANOVA a un facteur controlé : GST Cd Rac

Analyse de variance pour GST Cd R

Source DL SC C™M F P

Cco64 1 33750,00 33750,00 3,4E+04 0,000

Erreur 4 4,00 1,00

Total 5 33754,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 280,00 1,00 *
2 3 430,00 1,00 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00 300 350 400 450

ANOVA a un facteur controlé : GST Cd Feui

Analyse de variance pour GST Cd

Source DL SC CM F P

F 1 75264,00 75264,00 7,5E+04 0,000

Erreur 4 4,00 1,00

Total 5 75268,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 325,00 1,00 *)
2 3 101,00 1,00 *)

+ + +. 4
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00 140 210 280 350




ANOVA a un facteur contrdolé : GSH Mg Rac traitement simple

Analyse de variance pour gsh R Mg

Source DL SC C™M F P

c4 3 746,25 248,75 248,75 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 754,25
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 52,000 1,000 (-*-)

2 3 39,000 1,000 (-*-)

3 3 31,000 1,000 (-*-)

4 3 35,000 1,000 (-*-)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 1,000 35,0 42,0 49,0

ANOVA a un facteur contrdlé : GSH Rac Mg/Cd

Analyse de variance pour gsh Mg/Cd

Source DL SC C™M F P

C12 3 4622,25 1540,75 1540,75 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 4630,25
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 52,000 1,000 (*

2 3 56,000 1,000 (*)

3 3 77,000 1,000 (*)

4 3 22,000 1,000 (*)

+ + +

Ecart-type groupé = 1,000 32 48 64

ANOVA a un facteur controlé : GSH Feui Mg traitement simple

Analyse de variance pour gsh F Mg

Source DL SC CM F P

C18 3 11883,00 3961,00 3961,00 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 11891,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 361,00 1,00 *)

2 3 412,00 1,00 (*

3 3 444,00 1,00 (*

4 3 381,00 1,00 *)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 1,00 375 400 425




ANOVA a un facteur contrélé : GSH Feui Mg/Cd

Analyse de variance pour gsh F Mg/Cd

Source DL SC C™M F P

C26 3 99872,25 33290,75 3,3E+04 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 99880,25
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 361,00 1,00 (*

2 3 320,00 1,00 *

3 3 260,00 1,00 *

4 3 120,00 1,00 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00 140 210 280 350

ANOVA a un facteur controlé : GSH Rac Ca traitement simple

Analyse de variance pour gsh Rac Ca

Source DL SC C™M F P

Cc2 3 9852,303 3284,101 4373,94 0,000

Erreur 8 6,007 0,751

Total 11 9858,309
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 52,000 1,000 (*

2 3 101,033 0,058 *)

3 3 24,000 1,000 (*

4 3 41,000 1,000 *)

+ + +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 0,867 25 50 75 100

ANOVA 3 un facteur contrélé : GSH Rac Ca/Cd

Analyse de variance pour ghs Ca/Cd

Source DL SC CM F P

C10 3 4628,25 1542,75 1542,75 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 4636,25
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + +
1 3 52,000 1,000 (*)

2 3 8,000 1,000 (*

3 3 1,000 1,000 (*)

4 3 16,000 1,000 (*)

+ + +.
T T T

Ecart-type groupé = 1,000 0 15 30 45

+

+



ANOVA a un facteur contr6lé : GSH Ca feui traitement simple

Analyse de variance pour gsh F Ca

Source DL SC C™M F P

Ci16 3 100545,0 33515,0 3,4E+04 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 100553,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + + +
1 3 361,00 1,00 (*

2 3 183,00 1,00 *

3 3 419,00 1,00 *

4 3 387,00 1,00 *

+ + +. +.
T T T T

Ecart-type groupé = 1,00 210 280 350 420

ANOVA a un facteur contrélé : GSH Ca/Cd feui

Analyse de variance pour gsh F Ca
Source DL SC C™M F P
C24 3 367899,0 122633,0 1,2E+05 0,000
Erreur 8 8,0 1,0
Total 11 367907,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé
Niveau N Moyenne EcarType +

+
+

1 3 361,00 1,00 *

2 3 28,00 1,00 *

3 3 3600 1,00 *

4 3 401,00 1,00 *)

+ +. +.
T T T

Ecart-type groupé = 1,00 120 240 360

ANOVA a un facteur contrdolé : GSH Cu Rac traitement simple

Analyse de variance pour gsh R Cu

Source DL SC CM F P

C6 3 5643,00 1881,00 1881,00 0,000

Erreur 8 8,00 1,00

Total 11 5651,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 52,000 1,000 (*)

2 3 61,000 1,000 (*

3 3 4,000 1,000 (*)

4 3 37,000 1,000 (*

+ + +

Ecart-type groupé = 1,000 20 40 60




ANOVA a un facteur contrdlé : GSH Cu/Cd Rac

Analyse de variance pour gsh Cu/C

Source DL SC C™M F P

ci4 3 131556,0 43852,0 4,4E+04 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 131564,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 52,00 1,00 *)

2 3 52,00 1,00 *)

3 3 288,00 1,00 *
4 3 3600 1,00 *

+
T

Ecart-type groupé = 1,00 70 140 210 280

+
'_
'_

ANOVA a un facteur controlé : GSH Cu feui traitement simple

Analyse de variance pour gsh F Cu

Source DL SC C™M F P

C20 3 194132,3 64710,8 6,5E+04 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 194140,3
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 361,00 1,00 *
2 3 131,00 1,00 *

3 3 46,00 1,00 (*

4 3 5500 1,00 (*

+ + +. 4
T T T

Ecart-type groupé = 1,00 100 200 300 400

ANOVA a un facteur contrélé : GSH Cu/Cd feui

Analyse de variance pour gsh F Cu

Source DL SC CM F P

C28 3 131082,0 43694,0 4,4E+04 0,000

Erreur 8 8,0 1,0

Total 11 131090,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +
1 3 361,00 1,00 *

2 3 28500 1,00 (*

3 3 254,00 1,00 *

4 3 524,00 1,00 (*

+ + +

Ecart-type groupé = 1,00 320 400 480




ANOVA a un facteur contrdlé : GSH Rac Cd traitement simple

Analyse de variance pour ghs R Cd

Source DL SC C™M F P

C8 1 600,00 600,00 600,00 0,000

Erreur 4 4,00 1,00

Total 5 604,00
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType + + +

1 3 52,000 1,000 -k
2 3 32,000 1,000 (--*-)

+ 4. +.
T T

Ecart-type groupé = 1,000 35,0 42,0 49,0

ANOVA a un facteur contrélé : GSH Cd feui

Analyse de variance pour gsh F Cd

Source DL SC C™M F P

Cc22 1 262086,0 262086,0 2,6E+05 0,000

Erreur 4 4,0 1,0

Total 5 262090,0
IC individuel a 95% pour la moyenne
Basé sur Ecart-type groupé

Niveau N Moyenne EcarType -+ + + +
1 3 361,00 1,00 *
2 3 779,00 1,00 *

4 4 + +
T T T

Ecart-type groupé= 1,00 360 480 600 720
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