ABC
APX
ETMs
GSH
GSHS
GST
HMA
IRT
MRE
MS
MT
NRAMP
PC
ROS
SOD
TBE
1P
ZRT

CNRA

FST

ISESCO

ISRA

LPBV

UCAD

UMR

USSEIN

Liste des abréviations

ATP-Binding Cassette

Ascorbate Peroxydase

Eléments traces métalliques

Glutathion

Glutathion Synthétase
Glutathion-S-Transférase

Heavy Metal ATPase

Iron-Regulated Transporter

Metal Response Element

Murashige et Skooge

Me¢tallothionéine

Natural Resistance-Associated Macrophage Protein
Phytochélatine

Reactive Oxygen Species

Superoxyde Dismutase

Tris Borate EDTA

Zinc and Iron regulated transporters Protein

Zinc-Regulated Transporter

Listes des acronymes et sigles
Centre National de la Recherches Agronomiques

Faculté des Sciences et Techniques
Organisation Islamique pour I’Education, les Sciences et la Culture
Institut Sénégalais de Recherche Agricole

Laboratoire de Physiologie et des Biotechnologies Végétales
Université Cheikh Anta Diop

Université Mohamed V de Rabat (Maroc)

Université Sine Saloum El hadji Ibrahima Niass

Vi



Liste des figures

Figure 1 : Origines des métaux lourds dans le sol (Robert et Juste, 1999) .......cccovvvvevveienenee. 8
Figure 2 : Effet de ’exposition chronique a différentes concentrations de zinc sur la croissance
aérienne et racinaire Chez 1€ PiN..........ocoouiiiiiiiieee s 12
Figure 3 : Génération de différentes ROS par transfert d'énergie ou réduction monovalente
séquentielle de I’oxygene triplet a 1’état fondamental (Apel & Hirt, 2004)......cccveeevveeenenne. 16
Figure 4 : Les principaux modes de nettoyage enzymatique des ROS par la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), le cycle ascorbate-glutathion et le cycle glutathion-
péroxydase (GPX) (Apel & Hirt, 2004). .....oouieierieieieeeeeee ettt 18
Figure 5 : Courbe de calibration standard de la proline construite a partir de concentration
COTIIUE ...ttt ettt et e ettt e at e s bt eateeb e e st e e bt eae e e a e et e ea b e bt eas e e bt e et e ebeeabeea b e bt easenbeentenbeenbesbeenbesseenbeennens 24
Figure 6 : Longueur (en cm) de la partie aérienne (A) et racinaire (B) de H. incana cultivée en
hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de traitement au zinc ........... 28
Figure 7 : Poids frais (en g) de la biomasse aérienne (A) et racinaire des jeunes plants de H.
incana cultivées en hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de traitement
AU ZITIC .ttt ettt ettt ettt et et e st et et et et et et bbb bbb b e bbbt bt bbbt he e bt e b e bt nbenhenns 29
Figure 8 : Teneur en chlorophylles a (A) et b (B) (mg/mg de matiere fraiche) des feuilles de
jeunes plants de H. incana cultivée en hydroponie pendant 15 jours en présence de différents
NIVEaUX de trait@MENTS AU ZINC ...eeueeuieuieiieiieieiieieie et e e ete e ste e stestestebesaesbesbesbesbesbesbesbessessesaene 30
Figure 9 : Teneur en proline des jeunes plants de H. incana cultivée en hydroponie pendant 15
jours en présence de différents niveaux de traitements au ZInC .........cceeveevereereveriesieeneesieneenens 31
Figure 10 : Teneur en anthocyanes (Absorbance/mg de maticres fraiches) des jeunes plants de
H. incana cultivée en hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de

TLAILEINIEIITS AU ZITIC. +vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeeeeaaaeeeeeeeeeesaeaaaaneeeeeeesasaaaaneeaeaeeessaaaansnneeeeeeseseaannane 32

vii


file:///C:/Users/SOLO/Desktop/Mémoire%20de%20master%20en%20BIOVEM%2003-09%20-%20Copie.docx%23_Toc52988969
file:///C:/Users/SOLO/Desktop/Mémoire%20de%20master%20en%20BIOVEM%2003-09%20-%20Copie.docx%23_Toc52988969

Liste des photos et des planches

Planche 1 : Plante de Hirschfeldia incana et 0rganes aériensS..........cceeververeenreeienreereeneeneeneenees 4
Photo 1 : Répartition géographique de H. iCANG ..........ooueeeeveecienieieeieeeeeieeese e 5
Photo 2 : OXYde d@ ZINC ...cueouiiiiiiiiieiiiiieiece ettt ettt 7
Planche 2 : Jeunes plants de H. incana germés dans des boites de Petri........cccccoveerericencneee 21

Planche 3 : Culture des jeunes plants de H. incana en hydroponie dans la chambre de culture

Liste des tableaux

Tableau 1 : Effets des trois traitements de zinc sur les paramétres de croissance mesurés... 26
Tableau 2 : Effet des trois traitements de zinc sur les paramétres biochimiques mesurés...... 27

Tableau 3 : Relation entre les différentes variables MESUIEES ....covvvvmmeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 32

viii



Table des matiéres

RESUIME. ...ttt st b e s bbbt s b e b sb e b b ebe b b nnes 1
AADSITACT ...ttt ettt ettt bbb et e b e be b e ebe b e beebeebeebeebeeheebeebeeaeas i
DIEAICACE ...ttt bttt ettt b ettt b et b et et b et b e il
REMEICIEIMENTS .....iiiiiieiieieee ettt sttt s b e sb e s sbe bbb v
LiSte des aDIEVIAIONS. .....cuertiiitiieiirtiieiestet ettt ettt sttt ettt bbb vi
Listes des aCTONYMES € SIZIES ....c..eruiiiieieieieieieiestee ettt sbe bbb b saeeneas vi
LSE dES FIGUIES ...eeuviiieiieieieeeecttet ettt ettt e e e e se et e e e e seesaessaesaesseensesseensesssensenseens vii
Liste des photos et des planChes..........coouivieriiiieriiiieeeeeee e viil
LiSte deS tADIEAUX ....eeuteiieiieieete et bbb viii
TaDbIE dES MALIETES ......eeueeuieiieiieiie ettt a et st b e bbb b s b e sbesbesbesbesbesbenbens ix
INEEOAUCTION <.ttt ettt st b bbb b e 1
I.  Généralités sur Hirschfeldia incana (L.) Lagr-FOSS.....c.ccovirieviinieiieieeeeeeeeee e 3
L1  Position systématique et description botanique de Hirschfeldia incana (L.) .................. 3
[.1.1 Position systématique de H. incana (L.) .....ccoovevievieciinieiineeeeeeeeeeeee e 3
I.1.2  Description botanique de H. incana (L.) Lagr-FOSS........ccccovevivieriinieiieieceeieceeeeen 3
[.2  Origine, diffusion et répartition GEOZraphiqUE ........ccevierierieiienieiieieeeeee e 5
[.2.1 Origine de H. incana (L.) .....ccoooooieeeeeeee e 5
[.2.2  Diffusion et répartition gEOZTAPNIGUE .......ecveveriiriiieieieie ettt 5
I.3  Importance agro-écologique de H. incana (L.)......ccccovieveniecienieiieieneeieseeieseeae e 6
.4  Role potentiel de H. incana (L.) dans la phytorémédiation............cceeeverereneneeennennenn. 6
II. GENEralites SUT 1€ ZINC ...c..ouiuiiieieieieiee ettt 7
II.1  Propriétés physico-chimiques dU ZINC........cceouieierieiieriieiecieieeeee e 7
T2 OrIQINE AU ZINCuntiiiieiieiieiieieieete ettt ettt ettt sa et st e b et ebeentesbeenaesaeeneas 7
I1.2.1  Origines Naturelles dU ZINC........cceevueeieiiieieiiieieee ettt sae e sreenees 7
I1.2.2  Origines anthropiqueEs dU ZINC......ccueeieriirieriieieiieiereeie ettt ae e enees 8
I1.3  Effet du zinc sur la sant€ humaine..........ccccoevvevieriiniininincninceesceeserese e 9
I1.4 Le zinc : importance, toxicité et carence chez la plante...........ccceeveevevieienieceneeeeeee, 9
III.  Mécanismes physiologiques et biochimiques induits par le zinc chez les plantes........ 10
III.1  Etudes de I’effet du stress dii au zinc sur les processus physiologiques majeurs chez les
PLANTES ..ottt ettt e e et e e be st e be et e beenaeeaeenbeeraebeesaenbeenseereeneas 10
III.1.1  Effet du zinc sur la germination, la croissance et le développement..............cccu..... 10
III.1.2  Effet du zinc sur I’absorption hydrominérale, la photosynthése et la respiration...... 12
II.1.3  Effet du zinc sur la senescence et ’apoptose cellulaire ...........oceevvevvevienvenieecienennnnn, 14
III.2 Mécanismes biochimiques des plantes en réponse au stress dll au Zinc...........cceevneene 15



II1.2.1  Synthese de composés oxydants et d’antioXydants .........c..cocceevenenenenincnicncncnenne. 15

II1.2.1.1  La synthese de composés oxydants : les ROS .......ccoocoiiiininininiiceeee, 15
I1.2.1.2  Syntheése de composés aNtioOXYAANTS ......ecueeverierierierieeieneeie et 17
I11.2.2  Biomolécules impliquées dans I’hyper-accumulation des métaux lourds : cas du zinc
18
Lo IMIAEIICL .ttt bbb bbb 20
L1 Matériel VEZELAl .....oviuiiieiiiieieeeee ettt st 20
IL IMIEEHOAES ...ttt 20
IIT CUIUTE 170 VIIFO .ottt 20
ILT.1 DESINfection deS GIralNes........ccceeieruirieriieieriieiesiteieeiteteste e te et ete st ensesseeseseeenseennens 20
I.1.2  Mise en Culture des Graines ........ccociveceeriieieriieieeieieeeesieeee e eee e eeesreessessaenseesaesseesaens 20
I1.2  Culture €n RYATOPONIC.....c.cevieeierieieiieieteeteee ettt ettt e e e e e steesessaesessaenseeseens 21
II.3  Mesure des parameétres de croissance et caractérisation biochimique .......c..c.ccoceeuennenee. 22
I1.3.1  Récolte et conditionnement des jeunes plants...........cccceeceeveevieriesiesieeseeeeseeeesieeeens 22
I1.3.2  Mesure des parametres de d€Veloppement..........cocueeeeieeieniieiienieieseeeeeee e 23
I1.3.3  Caractérisation biOChIMIQUE.........cceeieriirieriieierieieeecee e e 23
I1.3.3.1 Dosage des chlorophylles @ €t D.......cc.ocuieieiiiiiiiiciecieeeee e 23
I1.3.3.2 Do0sage de 1a PrOliNe ........c.ccceeiieieniieieieeieeteeseete ettt s eaeenne s 23
[1.3.3.3  Dosage des anthOCYANES.........ccueciruirieirieniiiinienieierteteeesteeetet ettt 24
I1.4  ANAlySes StAtIStIQUES....c.erueuirieieiirieiirieeeitet ettt ettt ettt sb et b sttt sae e 24
Lo RESUITALS ...ttt bbbt bbb bbb b 26
I.1  Effets du zinc sur les paramétres de développement de la plante ...........cccoceeereenenenne. 26
[.2  Effets du zinc sur les paramétres biochimiques de la plante ...........cccoevvevevveveecieneennnne 27

I.3  Effet du zinc sur la longueur et le poids frais des parties aériennes et racinaires de la
plante 27

[.3.1 Effet du zinc sur la longueur des parties aériennes et racinaires ...........cocceeeverververuennnnns 27
1.3.2 Effet du zinc sur le poids frais de la biomasse aérienne et racinaire.............cceeeverveennne 28
[.4  Effet du zinc sur la teneur en chlorophylle a (A) €tb (B)..ccovveevierieiinieiieeeieeee 29
I.5  Effet du zinc sur la teneur €n Proline ..........ccoovecveeierieeieiieieeeeee e 30
[.6  Effet du zinc sur la teneur en anthoCyanes............ccevveeieriieiieniierienieeseee e 31
I.7  Relations entre les différentes variables..........cocooeverininenininnncecccee 32
I, DISCUSSION ...uiieiieiieiteitetet ettt ettt e sttt be et e s be b e beebesbesbesbeebeebeebeebeebesbeebeenenas 33
CONCIUSION €1 PEISPECLIVES .uveruveeieireeiieieeiiesieetiesteetesteesesseesesseesseessesseessesseensesseessesseensesssessesssens 36
Références biblioZraphiqUes .........cc.evueieieierieieieseee ettt 37
ATIIEXES .ttt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt et ettt ettt a bt a e bt a et benaesaenaennenaen A



Introduction

La contamination des sols par les métaux lourds est actuellement I'un des problémes
environnementaux les plus préoccupants dans le monde (Hashemi, 2012). Les sols, les eaux de
surfaces et les eaux souterraines contaminées par les métaux lourds posent de sérieux problemes
de santé humaine, animale et végétale (Manousaki et al., 2014). Les menaces posées par les
métaux lourds sont aggravées par leur persistance a long termes dans I’environnement suite a
leur caractére non-biodégradable (Yoon ef al., 2006). Grace aux activités anthropiques telles
que D’extraction des métaux lourds, les fonderies, 1’agriculture avec I’application des boues
d’épuration..., la teneur en métaux des sols ne cesse de croitre plus particulierement dans les
zones environnantes des sites d’exploitation des métaux lourds. La forte implication du Maroc
dans I’exploitation des métaux lourds et ses nombreux sites miniers rendent sa situation
alarmante. Parmi les métaux lourds, les plus communément toxiques sont I’ Arsénique (As), le
Plomb (Pb), le Mercure (Hg), le Cadmium (Cd), le Chrome (Cr), le Cuivre (Cu), le Nickel (N1i),
I’Argent (Ag) et le zinc (Zn) (Saghi et al., 2016). Ce dernier, est a faible dose un micronutriment
indispensable a la vie grace a son implication dans de nombreux processus métaboliques.
Cependant, a concentration ¢€levée, il peut entrainer de nombreuses perturbations au niveau
cellulaire voire tissulaire pouvant aller jusqu’a la mort de la plante. Face a cette menace
constante pour la santé humaine et environnementale, il est d’une importance capitale de
développer des technologies capables de limiter les effets délétéres de ces métaux lourds.
Cependant, les techniques conventionnelles utilisées, malgré leurs efficacités relatives s’averent
trés couteuses, laborieuses avec des effets non négligeables sur I’environnement (Fahr, 2014).
C’est ainsi que de nouvelles techniques plus efficaces, peu couteuses, respectueuses de
I’environnement dont la phytorémédiation ont ét¢ développées. Cette derniere, consiste a
I’utilisation des plantes pour absorber, dégrader ou immobiliser les contaminants d’un sol. Cette
approche repose essentiellement sur la capacité de la plante utilisée a accumuler voire hyper-
accumuler des quantités exceptionnelles de métaux lourds dans ses organes. C’est ainsi que la
Brassicacée, Hirschfeldia incana, (L.) Lagr.- Foss. ou Faux rapistre blanchatre retrouvée dans
des sites miniers abandonnés au Maroc est ciblée comme candidate pour la phytorémédiation.
En plus de son aptitude a croitre sur ces sites pollués aux métaux lourds, de nombreuses études
ont rapporté qu’elle serait capable d’hyper-accumuler des concentrations exceptionnellement

¢levées de métaux lourds dont le zinc dans ses parties aériennes.

Ce présent travail a pour objectif général de contribuer a la caractérisation physiologique de H.

incana (L.) pour sa tolérance au stress dii au zinc et son utilisation éventuelle dans la



phytoremédiation. Les objectifs spécifiques visés dans cette étude sont de/d’ : 1) évaluer 1’effet
de I’exceés de zinc sur la production de biomasse aérienne et racinaire chez H. incana et 2)
déterminer ’effet de ’excés de zinc sur des paramétres biochimiques d’expression de la

tolérance au zinc.

Ce présent rapport est divis€¢ en trois parties principales a savoir une premicre intitulée
références bibliographiques renseignant sur 1’état des connaissances sur le zinc et les
mécanismes physiologiques et biochimiques de tolérances des plantes au stress dil au zinc. La
deuxieme partie intitulée matériel et méthodes, regroupe tous les matériel et méthodes utilisés
pour mener a bien les travaux. En fin, une troisiéme partie intitulée résultats et discussion,
consacrée aux résultats obtenus et leurs discussions. Pour finir une conclusion a été tiré et des

perspectives ont été dégagées.



L.

Géneéralités sur Hirschfeldia incana (L.) Lagr-Foss

1.1 Position systématique et description botanique de Hirschfeldia incana (L.)

I.1.1 Position systématique de H. incana (L.)

Hirschfeldia incana (L.) est une espéce appartenant au genre Hirschfeldia. L appartenance a ce
genre est trés controversée et méme certaines formes d’espéce de ce genre seraient toujours
allouées a d’autres genres et renommeées (Siemens, 2011). Néanmoins, I’espéce Hirschfeldia
incana appartient au régne végétal, au sous-régne des Plantes vascularisées, a I’embranchement
des Phanérogames, au sous embranchement des Angiospermes, a la classe des Dicotylédones,
a ’ordre des Brassicales, a la famille des Brassicacées et au genre Hirschfeldia (Fahr, 2014).
Dans cette famille des Brassicacées d’environ 3800 espéces réparties dans plus de 338 genres
(Al-Shehbaz et al., 2006), d’apres ’analyse des génes de la phytochrome A (PHYA) et du géne
chloroplastique ndhF, H. incana serait plus étroitement apparentée a I’espece Brassica oleracea
(Beilstein et al., 2008; Warwick et al., 2011). H. incana est synonyme a Sinapis incana, S.
geniculata, Brassica incana, B. geniculata, B adpressa et Hirschfeldia adpressa (Parsons et al.,
2001). Par ailleurs, elle est plus communément connue sous le nom de « Hoary mustard » aux

Etats-Unis et de « Faux rapistre blanchatre » en France (Parsons et al., 2001 ; Fahr, 2014).

I.1.2  Description botanique de H. incana (L.) Lagr-Foss

H. incana (L.) est une Brassicacée, annuelle ou bisannuelle, thermophile et nitrophile
pouvant atteindre 1,5 m de haut. Elle est généralement ramifiée et posséde une production
individuelle de graines élevée (Gupta, 2013 ; Fahr, 2014). Cette plante anciennement
considérée comme une herbe sauvage (Parsons et al., 2001) apparait sous forme de rosette
(Planche 1A).

Les feuilles vert-grises se distinguent en deux types (Planche 1B): des feuilles
supérieures sessiles, glabres, étroitement lancéolées avec une marge dentée et des feuilles
inférieures pétiolées, densément pileuses, profondément lobées avec un grand lobe terminal
largement ovale et une marge grossierement dentée. Ses fleurs (Planche 1C) sont de couleur
jaune pale et de diametre variant de 1,2 a 1,6 cm. Elles sont constituées de 4 sépales inégaux de
moins de 5 cm de long et 4 pétales de moins de 4 mm de large. Elles se forment a 1’extrémité
des branches en forme des grappes de fleurs. Les fruits (Planche 1E) sont des gousses
cylindriques de 1,2 a 1,5 cm de long etde 1 a 1,5 cm de large, remplies de perles dont chacune
est munie d’une nervure dorsale diffuse et d’un bec cylindrique. Chaque perle contient 2 a 3

graines d’environ 1 mm de diamétre de couleur brune rougeatre (Planche 1B). Les graines
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possedent a maturité une dormance tégumentaire pouvant étre levée apres une période d’un
mois de post-maturation. La tige de cette plante longue de 30 a 100 cm et de couleur verte
grisatre, est soit ramifiée ou non. Elle est densément couverte sur sa moitié¢ inférieure par des
poils raides blancs pointés vers le bas. Elle posséde un systéme racinaire pivotant mince avec
des ramifications latérales fibreuses dans les 30 cm supérieurs du sol (Parsons et al., 2001; Fahr,
2014).

Elle boucle son cycle de vie sur un ou deux ans. Apres la levée de la dormance
tégumentaire, ses graines germent facilement en automne en produisant une rosette de feuilles
profondément lobée. La tige apparait au centre de cette rosette de feuilles a partir de mi-février.
La floraison par contre commence en septembre et se poursuit tant que I’humidité est suffisante
jusqu’en février. A cette date, les tiges meurent et ne persistent dans le sol que les racines qui
attendent que les conditions environnementales (humidité surtout) redeviennent normales pour
qu’elles poussent a nouveau (Parsons et al., 2001 ; Fahr, 2014). Hirschfeldia incana est
normalement une espece a pollinisation croisée (allogame) du fait de la protogynie qui s’oppose
a I’autofécondation. Cependant, certains individus de I’espece sont capables de s’autoféconder

(Siemens, 2011 ; Gupta, 2013).

A B
C
D E

Planche 1 : Plante de Hirschfeldia incana et organes aériens

A : Hirschfeldia incana poussant sur des scories métalliferes ; B : Graines de H. incana ; C : Fleur mature de H.
incana ; D : Feuille et tiges portant des fleurs; E : Grappe fruit de H. incana



I.2  Origine, diffusion et répartition géographique

1.2.1 Origine de H. incana (L.)

H. incana est une espece originaire de I’Asie occidentale et centrale, de I’Afrique du
nord et a été signalée comme indigéne et introduite dans certaines régions d’Europe (USDA-
NRCS, 2016). Il y a toujours une controverse au sujet du statut d’indigéne ou d’introduit de
cette espece en Europe. Néanmoins, il est rapporté que H. incana est une espece native des

régions méditerranéennes et des fles Normandes (Parsons et al., 2001 ; Fahr, 2014).

1.2.2 Diffusion et répartition géographique
De son centre d’origine, Hirschfeldia incana s’est trés largement diffusée dans le monde

entier (Photo 2). Sa propagation est enticrement due aux mouvements de ses graines,
généralement dans la boue adhérant au stock, aux machines, aux autres véhicules et aux
vétements. Les eaux circulantes a la surface des terres ont également participé a la diffusion de
ses graines (Parsons et al., 2001). Ainsi, elle a ét¢ introduite par I’homme en Amérique du Nord
(particulierement en Californie et au Mexique), en Afrique du Sud, en Nouvelle-Zélande et en
Australie pendant les derniéres années du 19¢ siecle (Parsons et al., 2001 ; Fahr, 2014). En
Europe, elle s’est bien établie dans les parties ouest, centrale et sud-est (Chronopoulos et al.,
2005; Gupta, 2013). Hirschfeldia incana est une espece bien adaptée des zones a température
moyennement chaude, ou elle pousse comme adventive occasionnelle sur les sols les plus
fertiles des sites perturbés. Elle pousse en grandes colonies sur les bordures des routes, le long

des clotures et dans les friches agricoles (Gupta et al., 2013 ; Fahr, 2014).

Photo 1 : Répartition géographique de H. incana

Les points rouges indiquent les lieux ou est présente H. incana



1.3 Importance agro-écologique de H. incana (L.)

H. incana a pendant longtemps ¢été considérée comme une espéce n’ayant aucune
importance économique et parfois méme comme une mauvaise herbe (Siemens, 2011).
Cependant, elle s’est aujourd’hui révélée comme une espece regorgeant d’importants potentiels
agronomique et économique. En effet, H. incana est 'une des quatre especes de Brassicacée
aptes a s’hybrider spontanément avec Brassica napus. En raison de sa résistance a certaines
maladies (Leptosphaeria maculans par exemple), elle a été utilisée comme donneuse de génes
de résistance (Gupta, 2013 ; Siemen, 2011). Elle a aussi été utilisée pour le transfert des génes
de la stérilité male cytoplasmique afin d’obtenir des lignées males stériles de Brassica oleracea.
Elle est aussi identifiée comme donneuse potentielle de genes pour développer des lignées de

colza résistantes a 1’éclatement (Gupta, 2013)..

I4 Role potentiel de H. incana (L.) dans la phytorémédiation

H. incana est décrite comme une espece pseudométallophyte du fait de son aptitude a
pousser a la fois sur des sols non contamings et sur des sols contaminés en métaux lourds (Fahr,
2014). Elle peut supporter des conditions extrémes de toxicité en cuivre (Siemens, 2011). Des
¢tudes ont rapporté qu’elle est capable d’accumuler de fortes concentrations de thallium
(Madejon et al., 2005), de zinc (Del Rio-Celestino et al., 2006) de plomb (Del Rio-Celestino et
al., 2006 ; Auguy et al., 2013) et de cuivre (Chen et al., 2015). Elle a été ¢galement décrite
comme capable de croitre sur des sols avec de fortes concentrations en arsénic et d’en accumuler
des concentrations tres €levées (Gisbert et al., 2008). Del Rio-Celestino et al. (2006), dans leurs
¢tudes d’especes de plantes efficientes pour la phytoextraction de sols pollués en Pb et en Zn,
ont montré que H. incana est hautement plus efficiente que les autres especes de plantes qu’ils
ont étudiées, lorsque les valeurs de biomasses étaient prises en compte. Malgré ces résultats
prometteurs pour 1’utilisation de H. incana dans la phytorémédiation de sols pollués, peu de
données moléculaires sont disponibles pour cette especes (Siemens, 2011). Néanmoins, de
récentes ¢tudes se sont intéressées aux geénes qui seraient impliqués dans cette tolérance voire
accumulation de métaux lourds. En effet, par I’approche PCR quantitative, deux geénes dont
I’expression été particulierement induite par I’exposition au plomb ont ét¢ décrits (Auguy et
al.,2013). En outre, la comparaison de I’expression totale des génes en utilisant des microarray
entre Arabidopsis thalliana (sensible au plomb) et H. incana ont permis d’identifier et de
caractériser un ensemble de geénes spécifiques, exprimés en réponse a I’exposition au plomb

(Auguy et al., 2015).



II. Généralités sur le zinc

II.1 Propriétés physico-chimiques du zinc

Le Zinc, de formule chimique Zn et de numéro atomique 30, est un élément moyennement
abondant dans la crofite terrestre. Il constitue le 24¢ ¢lément dans I’ordre d’abondance dans la
croute terrestre. Il est 600 fois plus abondant que le cadmium et environ 1500 fois plus abondant
que le mercure. Dans le tableau de classification périodique, il fait partir des éléments du 12¢
groupe (12° colonne) et de la 4¢ période (4° ligne). Le zinc forme de nombreux sels solubles tels
que les sulfates, les halogénures, 1’oxyde de zinc (photo 3) et les nitrates, ainsi que d’autres
composés peu ou pas solubles. Dans le sol, il est sous trois fractions différentes (Licinio, 2017).
Du point de vue physique, c’est un métal brillant, gris bleuté a blanc légerement teinté en bleu-
gris. Il n'est ductile et malléable qu'entre 105 °C et 130 °C, vo ire

150 °C.

Photo 2 : Oxyde de zinc

II.2 Origine du zinc

I1.2.1 Origines naturelles du zinc
Le zinc est un métal qui existe naturellement dans la crotte terrestre (Figure 1). Sa présence
naturelle dans le sol et les sédiments est due soit a 1’érosion de la roche meére qui en constitue
la principale source naturelle soit par des retombées atmosphériques naturelles provenant de
phénomenes tels que le volcanisme (Panfili, 2014 ; Licinio, 2017). Cependant, il peut étre
fortement concentré dans certains endroits en formant des gisements. Ces derniers sont soit
d’origine magmatique dits primaires soit d’origine sédimentaire dits secondaires. Dans ces
gisements, le zinc peut y atteindre des concentrations de I"ordre 40 a 120 mg/kg (Brignon,
2015). Iy est le plus souvent associé a d’autres minerais tels que le plomb, le cuivre ou le fer.

Les principaux gisements de minerais de zinc se situent en Chine et en Australie. Des gisements



exploités se situent aussi au Pérou, aux Etats Unis, au Canada, au Maroc et dans d’autre pays

(U.S. Geological survey, 2020).

I1.2.2 Origines anthropiques du zinc

Les métaux lourds contaminant le sol sont essentiellement d’origines anthropiques
(Figure 1). Selon Panfili, (2014), le zinc est essentiellement produit par les activités minieres et
les fonderies, par I’agriculture, par les activités domestiques et urbaines et par d’autres sources
telles les industries. Les premicres émissions anthropiques de zinc ont débuté involontairement
avec I’extraction de divers métaux comme |’or, le cuivre... Le zinc, naturellement présent dans
ces minerais, n’était pas exploité et était donc laissé en contact avec I’environnement (Licinio,
2017). La non efficience des procédés d’extraction tels I’extraction par grillage des sphalérites
produit des scories tres riches en zinc (jusqu’a 20%) qui restent entasser a I’air libre sans aucune
précaution. Des émissions de poussiere riche en métaux tels que le zinc peuvent provenir des
fonderies (Panfili, 2014). Ces diverses voies de contamination font des industries
métallurgiques la plus importante source de contamination en métaux de I’environnement. A
coté de cela, I’agriculture, par ’apport de divers fertilisants constitue une source anthropique
importante du zinc. En effet, certains fertilisants organiques tels les fumiers en particulier les
déjections de porcs et de volailles contiennent principalement le zinc et le cuivre. C’est
¢galement le cas des engrais a base de chaux, des boues urbaines et des pesticides qui sont aussi
chargé en métaux lourds dont le zinc (Licinio, 2017). Le ratio d’émissions anthropiques du zinc

par rapport aux émissions naturelles était estimé a 20 pour 1 vers les années 90 (Licinio, 2017).

Figure 1 : Origines des métaux lourds dans le sol (Robert et Juste, 1999)



II.3 Effet du zinc sur la santé humaine

Le zinc est le deuxiéme oligo-¢lément le plus abondant dans le corps humain (apres le
fer) et est le plus abondant dans I’espace intracellulaire (Chasapis et al., 2012; Livingstone,
2015). C’est un oligo-¢lément ubiquiste dans le corps avec environ 85% du zinc total du corps
contenu dans les muscles et les os. Il est essentiel a la croissance normale, a 'hématopoicse, a
la fonction immunitaire et au développement neurologique pendant la petite enfance (Corniola
et al., 2008; Nissensohn et al., 2016). Le zinc régule le pH des fluides corporels, favorise la
production de collagéne pour la formation de cheveux, de peau, d'ongles, contribue a améliorer
la mémoire et le développement mental, maintient le fonctionnement normal de la prostate et
joue un role important dans la sécrétion de testostérone (Bhowmik & Kumar, 2010). Vue son
importance, sa carence peut entrainer des dysfonctionnements. La carence en zinc entraine une
altération de ’homéostasie en raison d’un défaut d’agrégation plaquettaire, d’une diminution
du nombre de lymphocyte T, de leur réponse aux phytomitogenes. La carence est aussi associée
a certaines maladies telles que les troubles gastroentériques, les maladies rénales et certains
types de cancer. Chez les femmes enceintes, une carence en zinc peut entrainer une diminution
des cellules cérébrales feetales et affecter leur développement (Chasapis et al., 2011). Selon
Maret, (2013), la carence en zinc retarde la croissance, compromet les systémes immunitaires
et nerveux et touche pratiquement tout autre systéme organique. Comme la carence, I’exces de
zinc peut entrainer une toxicité. En effet, un risque de toxicité peut avoir lieu lorsqu’un exces
de Zn est perfusé. Il peut entrainer de maniere aigué des symptomes de nausées, de vomissement

et de diarrhée (Livingstone ef al., 2015).

II.4 Le zinc: importance, toxicité et carence chez la plante

Le zinc est un micronutriment vital pour toutes les formes de vie (Bhowmik & Kumar,
2010). Environ 9% du protéome des eucaryotes contiennent du zinc. Il est le seul élément
métallique représenté dans toutes les six classes d’enzymes (oxydoréductase, hydrolase,
transférase, lyases, isomérase et ligase) (Feigl et al., 2015). Du fait de I’absence d’activité
oxydo-réductrice de son ion Zn?*, le zinc est le candidat par excellence des protéines et enzymes
dans leurs interactions avec des molécules délicates telles que I’ADN et ’ARN. Ce qui fait de
lui un constituant important des ADN polymérases et des ARN polymérases (Licinio, 2017).
Par son cation Zn?", le zinc joue un role important dans I’activation de I’enzyme-clé du cycle
de Calvin et dans I’équilibre entre la liaison CO» et O par la protéine (Rout & Das, 2002).
Cependant, malgré toute son importance, a concentration ¢élevée, le zinc devient toxique

(Mateos-Naranjo et al., 2018). Chez les plantes, I’inhibition de la croissance est un phénomene



généralement associé a la toxicité du zinc. En effet, la croissance des racines de jeunes plants
de Cajanus cajan est complétement inhibée apres 24h de traitement avec 7,5 mM de Zn. Ce
traitement entraine des dommages au niveau des cellules corticales des racines mais aussi des
modifications majeures dans le noyau des cellules des extrémités racinaires (Rout & Das, 2002).
La toxicité du zinc peut aussi €tre a 1’origine de déséquilibres physiologiques chez la plante
telles que I’induction de la déficience en ions Fe dans la plante conduisant a une défoliation
(Long et al., 2003). La chlorose est également un symptome associ¢ a la toxicité du zinc. Elle
conduit en fin de compte a une inhibition de la croissance et a une diminution de la production
de biomasses et peut a la longue étre fatale a la plante (Rout & Das, 2002). Malgré les effets
multiples de la toxicité¢ du zinc sur la plante et ses métabolismes, elle reste largement moins
répandue que ceux de sa déficience chez les plantes (Broadley ez al., 2007). En effet, la carence
en zinc pose aussi bien des problémes chez la plante elle-méme mais également chez I’homme
dont la principale source en zinc est la plante (Licinio, 2017). Comme la toxicité, la carence
aussi cause une réduction de la production de biomasse mais d’autre symptomes tels que la
chlorose, les taches nécrotiques, le la déformation des feuilles. De plus, elle
entraine plusieurs changements dans les processus physiologiques tels que la réduction du taux
photosynthétique, I’inhibition de la syntheése de protéines et d’amidon, la déstabilisation de la

membrane, le retard de la floraison et la production de graines (Navarro-Leon et al., 2016).

III. Mécanismes physiologiques et biochimiques induits par le zinc
chez les plantes

III.1 Etudes de l’effet du stress dit au zinc sur les processus physiologiques majeurs
chez les plantes
III.1.1 Effet du zinc sur la germination, la croissance et le développement
Le zinc est un micronutriment essentiel impliqué dans de nombreux processus physiologiques
chez la plante tels que Dl’activation de plusieurs enzymes, la synthése des protéines, des
carbohydrates et dans le métabolisme des acides nucléiques et des lipides (Jain et al., 2010).
L’effet du zinc sur la germination, la croissance et le développement dépend, d’une part de la
concentration et de la durée de contact avec le zinc (Munzuroglu & Geckil, 2002) et, d’autre
part du stade de développement (Lefévre et al., 2009). Manivasagaperumal ef al. (2011) ont
rapporté que chez la grappe de haricot variété CP78, les faibles concentrations de zinc (10 a 25
mg/l) augmentaient significativement la germination des graines et la croissance des jeunes

plants tandis que les fortes concentrations (50 a 200 mg/1) les inhibaient. Munzuroglu & Geckil,
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(2002) avaientt antérieurement rapporté que la germination et la croissance des racines, des
hypocotyles et des coléoptiles chez le blé¢ et le concombre variaient en fonction de la
concentration (de 0,5 a 8,0 mM) mais aussi de la durée de contact (24h et 72h) avec le zinc.
Selon Manivasagaperumal et al. (2011), pour la plupart des métaux lourds, les faibles
concentrations entrainent une stimulation de la germination. L’effet du métal sur la germination
et la croissance dépend également de I’espece de plante. Eruca sativa est décrite, par Ozdener
& Kutbay (2009) comme trés tolérante au zinc et peut, par conséquent se développer sur des
concentrations trés ¢levées. Alfalfa (Mecago sativa), quant a elle, est décrite par Zhi et al.
(2015) comme une espéce hautement tolérante au zinc et qui serait méme stimulée par la
présence de forte concentration de zinc (40 ppm) dans le milieu de culture. Néanmoins, pour
chaque espece de plante, il existe un certain seuil a partir duquel le zinc devient toxique et
inhibe la germination et la croissance. Selon Manivasagaperumal et al. (2011), I’inhibition de
la germination par I’exceés de zinc peut €tre due, d’une part, a accélération de la dégradation des
réserves nutritives de la graine et, d’autre part, a ’altération des propriétés de la perméabilité
sélective de la membrane cellulaire. Stankovi¢ et al. (2010), soutiennent que ’inhibition de la
germination résulte de I’inhibition de la respiration chez I’embryon de la graine. Quant a la
croissance et au développement des plantes, I’action inhibitrice des métaux lourds est plus
effective car souvent dépourvu de structures protectrices (figure 2). La perturbation du
métabolisme des hormones de la plante et la privation de processus photosynthétiques normaux,
la nutrition minérale, les voies de transport d’eau et des produits photosynthétiques sont des
mécanismes par lesquels les métaux lourds inhibent la croissance et le développement des
plantes (Stankovi¢ et al., 2010). Selon Jain et al. (2010), 'inhibition de la croissance et du
développement de la plante par des doses élevées de zinc peut passer par une interférence entre

le zinc et le déroulement de la séquence normale de la mitose.
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Figure 2 : Effet de I’exposition chronique a différentes concentrations de zinc sur la croissance
aérienne et racinaire chez le Pin

1: 1,26 mM ZnSO4, 2 : 50 mM ZnSO4, 3 : 150 mM ZnS04, 4 : 300 mM ZnSO4. A, B : images agrandies des racines de
jeunes plants Pin, cultivées en présence de 150 mM et 300 mM ZnSO4, respectivement. (Ivanov et al,, 2016).

II1.1.2 Effet du zinc sur I'absorption hydrominérale, 1a photosynthese et la
respiration
Le zinc joue un rdle important dans plusieurs processus métaboliques des plantes. Il
active les enzymes et est impliqué dans la synthése des protéines, des acides nucléiques, des
carbohydrates, de I’auxine, etc... (Stoyanova & Doncheva, 2002; Ozdener & Kutbay, 2009).
Cependant, lorsque le zinc est accumulé en fortes concentrations, il peut causer 1’altération de
divers processus physiologiques vitaux tels que la photosynthése, la biosynthése de
chlorophylles, le transport d’électrons photosynthétiques et I’intégrit¢é de la membrane
cellulaire. Il peut aussi affecter négativement 1’absorption des autres ¢léments nutritifs et les

activités des enzymes liées aux métabolismes des plantes (Wang et al., 2009; Jain et al., 2010).
» Effet du zinc sur ’absorption hydrominérale des plantes

De nombreuses études ont rapporté l'inhibition de I'absorption de différents
éléments minéraux par les planteslorsqu’elles sont soumises a la toxicité du zinc (Pdivoke,
2003; Wang et al., 2009). Selon Cayton et al. (1985), I’augmentation du niveau de zinc dans
le milieu de culture réduit la translocation du Zn, Fe, Mg, K, P et Ca et donc cause
I’accumulation de ces nutriments au niveau des racines. Ils ont aussi rapporté que le Zn interfére
avec le Cu au niveau des sites primaires d’absorption pour inhiber son absorption. Ce
déséquilibre provoqué par le zinc constitue I'un des symptomes de sa toxicité pour les

plantes (Wang et al., 2009). Le phosphore, un macroélément essentiel pour la plante, impliqué
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dans le stockage et transfert de I’énergie et dans la maintenance et le transfert du code génétique
(Jiang et al., 2007), est significativement réduit chez les jeunes plants de Colza traités avec des
concentrations de zinc comprises entre 0,28 et 1,12 mM (Wang et al., 2009). Cette réduction
de la teneur de phosphore a été précédemment rapportée par Pdivoke, (2002) chez des jeunes
plants de Pisum sativum lorsqu’ils sont soumis au stress dii au zinc. Cette interférence du zinc
avec I’absorption du P pour les plantes entraine 1’inhibition de leur croissance (Rout & Das,
2002). L’exces de zinc entraine une diminution de la teneur d’autres éléments nutritifs essentiels
pour les plantes. Ainsi, les teneurs des plantes en Fe, Mg, Mn et Cu décroissaient sous 1’effet
de la toxicité du zinc (Pdivoke, 2002 ; Wang et al., 2009). Selon Ambler ef al.(1970) les niveaux
¢levés de Zn chez le Soja interférent avec la translocation du Fe en inhibant la capacité
réductrice des racines (Fe**—Fe?") ou en accentuant d’autres réactions préjudiciables a la
translocation du Fe. Pdivoke (2002), a aussi rapporté que I’exposition au zinc diminuait la
teneur en Fe de la plante enticre. Les teneurs en Mg et Mn des tiges d’Agrostis stolonifera
diminuaient avec I’exposition au zinc (Bernhard ez al., 2005). La diminution de la teneur en Mg
et Mn ainsi que celle du Fe est plus marquée dans les racines que dans les tiges des jeunes plants
de Colza traité avec du Zn. L ’acquisition d’azote inorganique par la plante est aussi affectée par
les niveaux ¢levés de Zn (Pdivoke 2002). L’excés de zinc affecte également le statut hydrique
normal de la plante. En effet, les relations plante-eau sont affectées chez les jeunes plants de
Morus alba soumises a un stress di au zinc (Kumar Tewari et al., 2008). L’application exogeéne
de zinc a légerement augmentée la teneur relative en eau et la succulence des feuilles chez
Morus alba. Cependant, 1’effet n’était pas significatif. En revanche, tandis que la carence en
zinc diminuait le potentiel hydrique et la teneur spécifique en eau des jeunes plants, I’exces de
zinc quant a lui, augmentait significativement le potentiel hydrique. Ainsi, par cette
augmentation du potentiel hydrique, I’exces zinc inhibe 1’absorption d’eau rendant les plantes
stressées, flasques du fait de la perte de turgescence. Bonnet (2000) a également rapporté que
plus les concentrations en zinc sont élevées plus la teneur en eau des feuilles de Lolium perenne

diminuait par rapport au contrdle.
» Effet du zinc sur la photosynthése et la respiration

A c6té de son impact sur le statu hydrominéral de la plante, I’excés de zinc affecte
¢galement la nutrition carbonée et la respiration chez les plantes stressées. Ces perturbations
peuvent soit résulter d’une action directe de I’exces de zinc sur la photosynthese ou sur la
respiration soit étre une conséquence de 1’altération de ’absorption du Fe. Souza ef al. (2005)

ont rapporté que I’exces de zinc chez le mais affecte la taille, la forme et I’arrangement des
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chloroplastes ainsi que 1’organisation des thylakoides. En dehors de la structure du chloroplaste
lui-méme, le zinc peut affecter les pigments photosynthétiques. Les teneurs en chlorophylles (a
etb) dans les feuilles sont négativement corrélées avec la teneur en zinc dans le milieu de culture
et dans les feuilles et positivement corrélées avec la teneur en Fe (Rosen et al., 1977). Les
concentrations ¢levées de zinc inhibent la synthése de ces chlorophylles (a et b) avec un effet
plus drastique sur la synthese de la chlorophylle b (Ebbs & Uchil, 2008). Cette inhibition peut
s’expliquer par le fait que le zinc est impliqué dans la synthese des chlorophylles, mais aussi
que le zinc peut se substituer au Fe au niveau des sites particuliers chez des enzymes de
biosynthese de chlorophylles provoquant alors leur dysfonctionnement (Rosen, 1977 ; Candan
& Tarhan, 2003). L’exces de zinc peut également affecter le transport des électrons
photosynthétiques. En effet, dans les thylakoides d’épinard, I’exces de zinc peut affecter le
transport de ces électrons en inhibant le donneur ou 1’accepteur d’électrons du coté du
photosystéme II (De Magalhaes et al., 2004). L’impact de I’excés de zinc peut méme aboutir a
une suppression de la teneur en chlorophylles, causer la désorganisation des chloroplastes et
réduire le nombre de thylakoides et de grana (Souza et al., 2005 ; Wang et al., 2009). Ces
perturbations entrainent au niveau de la plante un déclin de I’efficience photosynthétique
apparent et le taux maximal de photosynthése (De Magalhaes et al., 2004 ; Wang et al., 2009).
Au-dela de son effet délétere sur la photosynthése, le zinc affecte également le bon
fonctionnement des mitochondries. Stankovi¢ ef al. (2010) ont rapporté que la respiration est
I’un des processus physiologiques les plus sensibles a I’effet des métaux lourds. Ainsi, lorsque
le zinc est présent en exces dans le cytoplasme et dans les mitochondries, il inhibe le cycle de
Krebs mais aussi le transport des électrons dans le processus de phosphorylation oxydative.
Cette inhibition du transport des électrons dans les mitochondries a été précédemment rapportée
par Hampp & Schnabl (1975). Plus récemment, Lee, (2018) a rapporté que les concentrations
¢levées de zinc peuvent interrompre le cycle de Krebs et la production d’ATP mitochondrial a

travers une diminution de la production de formes réduites NADPH.

II1.1.3 Effet du zinc sur la senescence et ’apoptose cellulaire
Du fait de ses roles indispensables dans les réactions biochimiques et physiologiques
basiques, le zinc est un élément d’une importance essentielle pour les organismes vivants
notamment pour les plantes (Stankovi¢ et al., 2010). Cependant, le zinc n’est bénéfique aux
plantes que dans une certaine gamme de concentrations adéquates avec 1’individu qui lui est
exposé. En effet, de nombreux dommages observés soit au niveau moléculaire, soit au niveau

cellulaire ou soit au niveau physiologique sont attribués a I’excés de zinc chez la plante (Wang
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et al., 2009). Ainsi, parmi les divers symptomes attribués a I’exces de zinc, il y a ’apparition
d’organes sénescents. Chez les végétaux supérieurs la sénescence est I’étape de développement
qui précede la mort des cellules, des tissus, des organes et des organismes (Combe & Escobar-
Gutiérrez, 2009). Ils affirment que la sénescence débute par une désorganisation de
I’ultrastructure des chloroplastes, ensuite une décoloration due a la dégradation des
chlorophylles et d’autres pigments et pour finir par la déshydratation des feuilles. Ces processus
bien que normaux dans la vie des plantes peuvent aussi étre déclenché par I’exces de zinc pour
la plante. Yadav, (2010) a rapporté que les niveaux €levés de zinc dans le sol inhibent plusieurs
fonctions métaboliques de la plante entrainant une croissance retardée et causant aussi la
sénescence chez la plante. Lorsque les mécanismes de défenses de la plante contre le stress
métallique ne parviennent pas a lui permettre de garder son homéostasie, I’excés de zinc peut
également conduire a la mort cellulaire. Selon Kosesakal & Unal, (2012), les concentrations
¢levées de zinc deviennent un poison fort pour la plante et donc causant I’inhibition de sa
croissance et de ses métabolismes et méme la mort des organismes. D’aprés Chang et al. (2005),
la mort cellulaire induite est un des symptomes de la toxicité du zinc. Chez le riz, ils ont rapporté
que des doses de zinc comprises entre 5,0 et 25,0 mM induisent la mort cellulaire. Ils
soutiennent également que cette mort cellulaire résulterait de I’action des espéces réactives

d’oxygene produit sous ’effet de I’exces de zinc.

III.2 Mécanismes biochimiques des plantes en réponse au stress dii au Zinc

II1.2.1 Synthése de composés oxydants et d’antioxydants

111.2.1.1 La synthése de composés oxydants : les ROS

La soumission des plantes a un stress métallique entraine une augmentation excessive
de la production des formes réactives d’oxygene (ROS) (Emamverdian et al., 2015). Cette
augmentation de la production de ROS conduit a un type de stress dit oxydatif. Il résulte d’un
déséquilibre entre la balance des ROS et les systémes de défense antioxydants (Austruy, 2012).
Cette génération de ROS (Figure 3) constitue la premiere réponse de la plante lorsqu’elle est
soumise a des niveaux ¢levés de métaux lourds (Yadav, 2010). Les ROS sont des molécules
qui diminuent voire méme empéchent I’oxydation d’autres substances chimiques. Elles sont
produites principalement dans les chloroplastes, les mitochondries et les peroxysomes (Gill &
Tuteja, 2010; Raja et al., 2017). Les ROS regroupent a la fois des formes radiculaires telles
I’anion superoxyde (0Oy’), le radical hydroxylé (OH") et des formes non radiculaires (formes

moléculaires) telles I’oxygeéne singulet (O:*), le peroxyde d’hydrogéne (H20;) et les
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hydroperoxydes (ROOH) (Koechlin-Ramonatxo, 2006; Emamverdian et al., 2015). Selon
Mittler, (2002), les ROS résultent typiquement de I’excitation du dioxygene (O2) conduisant a
la formation de I’oxygeéne singlet (O>*) ou du transfert d’un, de deux ou de trois électrons a
1’02 pour former respectivement un anion superoxyde, un peroxyde d’hydrogene (H20z) ou un
radical hydroxyle (OH"). Ainsi, la production des ROS est un phénomene permanent et
physiologique et donc constituent les sous-produits de processus physiologiques normaux tels
la photosynthése, la respiration mitochondriale (Koechlin-Ramonatxo, 2006; Gill & Tuteja,
2010). Le chloroplaste constitue le centre principal de production d’anion superoxyde (Oy’), de
I’oxygene singlet (O2*) et du peroxyde d’hydrogéne (H20,). Les mitochondries sont impliquées
principalement dans la production de peroxyde d’hydrogene (H»0;). Les peroxysomes
interviennent dans la production d’anion superoxydes (O2") (Raja et al., 2017). Malgré que la
production de ces ROS soit la résultante de processus physiologique normale, leur
surproduction est associée a divers facteurs environnementaux dont les métaux lourds induisant
alors un stress oxydatif (Gill & Tuteja, 2010 ; Emamverdian ef al., 2015). Selon les propriétés
physico-chimiques du métal, il peut favoriser soit directement la surproduction des ROS selon
la réaction de Heber-Weiss et Fenton soit indirectement a travers des mécanismes multiples
incluant la suppression et/ou I’inhibition d’antioxydants, la liaison aux groupes sulthydryle des
protéines ou I’induction d’enzymes produisant les ROS comme le NADPH oxydase (Yadav,
2010; Hossain ef al., 2012; Emamverdian et al., 2015). Ainsi, le zinc, un métal de transition
sans activité redox, est impliqué dans 1’induction de la production des ROS chez les plantes
(Emamverdian ef al., 2015). En effet, Feigl e al. (2014) ont rapporté que le zinc peut causer le
stress oxydatif en bloquant les groupements fonctionnels essentiels des biomolécules a cause

de leur capacité a se lier fortement aux atomes d’oxygene, d’azote ou de sulfure.

Anion
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Figure 3 : Génération de différentes ROS par transfert d'énergie ou réduction monovalente

séquentielle de I’oxygene triplet a 1’état fondamental (Apel & Hirt, 2004)
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II1.2.1.2 Synthése de composés antioxydants

Face a la surproduction des ROS, les cellules de la plante ainsi que ses organites tels
que les chloroplastes, les mitochondries et les peroxysomes pour se protéger emploient des
systemes de défenses antioxydants (Gill & Tuteja, 2010 ; Raja et al., 2017). Ce systéme de
défense regroupe des antioxydants enzymatiques et des antioxydants non-enzymatiques. Les
formes enzymatiques regroupent principalement les superoxydes dismutases (SOD), la catalase
(CAT), l’ascorbate peroxydase (APX), monodéshydroascorbate réductase (MDHAR),
déshydroascorbate réductase (DHAR) et le glutathion réductase (GR), tandis que les formes
non-enzymatiques sont constituées par glutathion (GSH), acide ascorbique ou vitamine C
(AsA), les caroténoides et les tocophérols (soluble dans les lipides) (Apel & Hirt, 2004; Gill &
Tuteja, 2010). L’ensemble de ces composés antioxydants encore appelés nettoyeurs des ROS
agit conjointement pour rétablir 1’équilibre homéostatique dans les cellules de la plante.
Néanmoins, le SOD avec ces trois types (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD et Fe-SOD) constitue la
premicre ligne de défense contre les ROS. Il permet la dismutation du superoxyde (O2") en
peroxyde d’hydrogeéne (H20,) (figure 4a). Il est présent chez tous les organismes aérobies et
dans tous les compartiments de la cellule (Gill & Tuteja, 2010 ; Raja ef al., 2017). La CAT
(figure 4b) intervient dans la dismutation du peroxyde d’hydrogeéne (H,0,) en eau (H>O) et en
dioxygene (O). Il joue un réle trés important dans la détoxification du peroxysome. L’APX
aussi joue un role important dans la détoxification de H»O, (Figure 4c). Ces formes
enzymatiques agissent en synergie avec des formes non-enzymatiques qui aussi jouent des roles
tres importants dans la protection des cellules de la plante contre le stress oxydatif induit par
les ROS. Parmi ces composés figure 1’acide ascorbique (AsA) ou vitamine C. Il constitue
I’antioxydant le plus abondant, le plus puissant et le plus soluble dans I’eau qui agit pour
empécher ou minimiser les dommages oxydatifs causés par les ROS. Il apparait dans tous les
tissus de la plante et est souvent plus ¢élevé dans les cellules photosynthétiques et dans les
méristémes mais également dans certains fruits (Gill & Tuteja, 2010). Le glutathion (GSH), un
métabolite crucial de la plante considéré comme 1’'un des plus importants défenseurs
antioxydants intracellulaires de la plante contre les dommages oxydatifs induits par les ROS
(Verbruggen et al., 2009). C’est un antioxydant non-enzymatique. Il prend part dans le contrdle
du niveau de H>O: a travers le cycle AsA-GSH (Figure 4c¢). Il peut aussi réagir directement

comme un nettoyeur de radicaux libres en réagissant avec 02", O>"et OH (Hossain et al., 2012).
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Le GSH constitue le précurseur de protéines appelées phytochélatines (PCs) (Sinclair &
Kramer, 2012).

a) b)

Superoxide Dismutase: Catalase:

0, SOR y o, H,0, EAT H,O+ 14 O,
c)

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

(2) MDA + NAD(P)H MDAR, Agcorbate + NAD(P)*
(3) Dehydroascorbate + GSH DPHAR Agcorbate + GSSG
(4) GSSG + NAD(P)H GR GSH + NAD((P)*

) Glutathione Peroxidase Cycle:

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

Figure 4 : Les principaux modes de nettoyage enzymatique des ROS par la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT), le cycle ascorbate-glutathion et le cycle glutathion-péroxydase (GPX) (Apel
& Hirt, 2004).

II1.2.2 Biomolécules impliquées dans 1’hyper-accumulation des métaux
lourds : cas du zinc

Pour faire face au stress métallique, différentes stratégies d’adaptation sont développées
selon I’espece de plante, son niveau de tolérance au métal, son stade de développement mais
¢galement selon le type de métal (Emamverdian ef al., 2015). La stratégie de tolérance la plus
simplifiée développée par les plantes est I’évitement (Viehweger, 2014). Selon Hossain ef al.
(2012), il y a deux voies principales par lesquelles les plantes peuvent effectuer cette stratégie :
la précipitation et la complexation. Contrairement a cette stratégie de restriction de I’absorption
des métaux lourds, il existe d’autres approches développées par les plantes. Il s’agit entre autres
de I’exclusion, de I’accumulation et de I’hyper-accumulation. Cette derniére est I’ceuvre d’une
classe tres rare de plantes appelées « hyper-accumulateurs » combinant une tolérance
extrémement ¢élevée et une accumulation foliaire des métaux lourds (Verbruggen et al., 2009).
Cette hyper-accumulation est possible grace a la biosynthése de diverses biomolécules qui
interviennent soit au moment de 1’absorption, de la translocation ou de la séquestration
vacuolaire des métaux. Ces biomolécules incluent des protéines de faibles poids moléculaire,
des acides organiques, des acides aminés et des peptides (Verbruggen et al., 2009). Dans
I’hyper-accumulation du zinc interviennent entre autres des métalloprotéines telles que les
phytochélatines (PCs) et les métallothionines (MTs). En effet, les PCs (de formule générale

(GluCys)nGly, avec 2 < n > 11) sont des protéines de faibles poids moléculaire synthétisées a
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partir du glutathion (GSH) en présence de la phytochélatine synthétase (PCS) qui catalyse la
réaction (Verbruggen et al., 2008 ; Sinclair & Kramer, 2012). Elles représentent le deuxiéme
groupe de chélateurs intracellulaires uniquement rencontrés dans le régne végétal. La
biosynthese des PCs est induite par de nombreux métaux lourds incluant Cd, Hg, Ag, Cu, Ni,
Au, Pb, As, et Zn. Cependant, le Cd constitue son plus grand inducteur (Hossain et al., 2012).
Elles jouent un réle important dans le maintien de [’homéostasie ionique et dans la
détoxification de I’exces de métaux dans la cellule en formant des complexes PC-métaux. Ces
derniers sont par la suite séquestrés dans les vacuoles via des transporteurs de type ABC ce qui
augmente la tolérance aux métaux (Viehweger, 2014). Contrairement aux PCs, les
métallothinines résultent de la traduction de I’ ARNm. Elles sont rencontrées dans une plus large
gamme d’organismes vivants (Emamverdian ef al., 2015). La biosyntheése des MTs est régulée
au niveau transcriptionnel et est induite par plusieurs facteurs dont les hormones, les agents
cytotoxiquques et les métaux lourds tels que Cd, Zn, Hg, Cu, Au, Ag, Co, Ni et Bi (Hossain et
al.,2012). Les MTs sont impliquées dans la détoxification des métaux lourds en formant des
complexes avec ces derniers qui seront par la suite séquestrés dans les vacuoles, entrainant un
maintien de I’homéostasie des ions métalliques (Emamverdian et al., 2015). D’autres
biomolécules aussi jouent un role important dans la chélation et la détoxification des métaux
lourds. En effet, chez les espéces hyper-accumulatrices de Zn, Noccaea caerulescens et
Arabidopsis halleri, les complexes Zn-citrate et Zn-malate sont les complexes ligands-métaux
les plus abondants (Viehweger, 2014). La formation de ces complexes acide organique-métaux
est favorisée par ’environnement acide de la vacuole. Ainsi, Verbruggen et al. (2009) rapporte
que les acides organiques interviennent principalement dans la séquestration vacuolaire des
métaux. Quant aux acides aminés en particulier I’histidine et la proline, de nombreuses études
ont démontré leurs implications dans la tolérance voire hyper-accumulation des métaux chez
les plantes. L histidine est considérée comme I’acide aminé libre le plus important dans I’hyper-
accumulation. Il est capable de former des complexes stables avec le Ni, Zn et Cd et est présent
en concentrations élevées dans les racines des hyper-accumulateurs (Verbruggen et al., 2009).
Sinclair & Krdmer, (2012) ont rapporté que I’histidine posséde une haute affinité avec les
métaux de transition. Ils ont démontré par les études de structures d’absorption des rayons X
chez N. caerulescens, que le complexe Zn-histidine est le second complexe Zn-ligand le plus
abondant. La proline aussi peut agir dans la chélation des métaux et dans la stabilisation des
protéines (Emamverdian et al., 2015). Ils ont rapporté que 1’induction de 1’accumulation de la
proline est une conséquence du désordre hydrique résultant du stress métallique. Ainsi, la

proline fonction comme un osmorégulateur ou osmoprotectant.
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I. Matériel

I.1 Matériel végeétal
Le matériel végétal est constitué de graines de Hirschfeldia incana. Ces graines ont été

récoltées au mois de mai 2018 dans un site minier abandonné de « Kettara » situé a environ 30
km Nord-nord-Ouest de la ville de Marrakech au Maroc (Meriem Lghoul et al., 2012). Les
graines sont conservées a température ambiante dans le laboratoire de physiologie et de
biotechnologies végétales (LPBV) de la faculté des sciences de 1'université Mohamed V agdal
de Rabat. Les graines peuvent étre conservées dans ces conditions pendant deux (02) ans avant
qu’elles ne perdent leur pouvoir germinatif. Le choix de cette espece pour cette étude repose
d’une part, sur sa proximité génétique a I’espece modele Arabidopsis thaliana (Brassicacées),
ce qui facilite sa culture mais surtout son ¢tude du point de vue génétique et, d’autre part, sur

sa diversité intraspécifique : population métallicole et population non métallicole

II. Méthodes

I1.1 Culture in vitro

IL.1.1 Désinfection des graines

Des graines de H. incana sont mises dans un tube Eppendorf en présence d’eau distillée
stérile et d’eau de Javel 30% (v/v). Le mélange est secoué rigoureusement pendant 30 secondes
afin que toutes les graines baignent dans la solution. Il est laissé a la température ambiante sur
la paillasse sous la hotte a flux laminaire pendant 10 min tout en veillant a le retourner
régulierement. Le mélange est ensuite centrifugé pendant 10 secondes entre 500 et 600 rpm afin
de séparer les graines de la phase aqueuse. La phase aqueuse est ¢liminée en méme temps que
les débris et les graines immatures qu’elle contient. En guise de ringage, de I’eau distillée stérile
est ajoutée aux graines dans le tube, puis le mélange est centrifugé a nouveau afin d’éliminer
I’eau et les surnageants. Cette opération de ringage est répétée a trois reprises. Les graines ainsi

désinfectées, sont conservées a — 4°C pendant 48 heures pour lever la dormance tégumentaire.

II.1.2 Mise en culture des graines

Les graines de H. incana préalablement désinfectées sont déposées linéairement dans
des boites de Petri contenant le milieu Murashige et Skooge (1962) avec un pH ajusté a 5,8 et
solidifié¢ par 8 g/l d’agar. Les boites de Petri contenant les graines sont incubées dans un

phytotron a une température de 25°C avec une intensit¢ lumineuse de 6500 Lux et une
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photopériode de 16 heures de lumiere et 8 heures d’obscurité. Dans le phytotron, les boites de
Petri sont placées de sorte que les graines soient disposées horizontalement afin de favoriser

I’¢longation des racines (Planche 4).

Planche 2 : Jeunes plants de H. incana germés dans des boites de Petri

II.2 Culture en hydroponie

Les jeunes plants de H. incana agés de 10 jours ont été transférées des boites de Petri
vers des pots de culture contenant une solution nutritive BD (Annexe 4) (Broughton et
Dilworth, 1971) (Planche 6). Chaque pot possede six (06) puits et dans chaque puits, sont
placées deux jeunes plants. Les pots sont ensuite mis dans la chambre de culture avec une
température de 25°C et une photopériode de 16 heures de lumiére et de 8 heures d’obscurité.
Pour maintenir I’humidité relativement haute, les pots sont entourés de film alimentaire
(Planche 6 A) pendant trois (03) jours avant que ce dernier soit progressivement enlevé (Planche
6B). Les jeunes plants sont maintenus sur ce milieu BD pendant 15 jours. Cependant, au bout

de chaque semaine, le milieu est renouvelé.
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Planche 3 : Culture des jeunes plants de H. incana en hydroponie dans la chambre de culture

A : Pots avec film alimentaire ; B : Pots sans film alimentaire

I.3 Mesure des parametres de croissance et caractérisation biochimique

L’effet de I’exces de zinc sur les paramétres de développement (longueur et poids frais
de la biomasse aérienne et racinaire) et physiologiques (teneur en chlorophylle a, b et totale, en
proline et en anthocyanine) a été mesuré. A cet effet, apres une période d’acclimatation de deux
(02) semaines en culture hydroponique, les jeunes plants sont soumis a différents niveaux de
traitement. Trois niveaux de traitement au zinc (0 uM, 300 puM et 500 uM) sont ajoutés a la
solution nutritive BD. Pour chaque concentration, une série de trois pots contenants chacun
trois (03) jeunes plants ont été utilisés. Les jeunes plants sont maintenus sous traitement pendant
15 jours avant d’étre récoltées pour les différentes analyses. Le milieu est renouvelé au bout
d’une semaine et pour chaque série de pots, la méme concentration de zinc est ajoutée comme

précédemment.

I1.3.1 Récolte et conditionnement des jeunes plants

Apres deux semaines de culture sur le milieu BD avec les différentes concentrations de
zinc apportées, les jeunes plants sont toutes récoltés. Les jeunes plants de chaque niveau de
traitement sont regroupés et puis subdivisées en trois lots afin d’obtenir trois répétions. Apres
la mesure des parameétres de développement, les parties racinaires de chaque jeune plant sont
¢liminées. Ainsi, la biomasse aérienne de chaque répétition est mise dans un flacon bien
numéroté puis plongé dans de 1’azote liquide. Apres environ trois minutes, le contenu de chaque

flacon est récupéré puis broy¢ dans un mortier en présence d’azote liquide. Le broyat réparti
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dans des tubes bien numéroté est conservé a -20°C jusqu’a son utilisation pour le dosage des

taux de chlorophylles (a et b), de proline et d’anthocyanes.

I1.3.2 Mesure des parametres de développement

Il s’agit ici de mesurer d’abord la longueur des parties aériennes et racinaires de chaque
jeune plant et ensuite de peser les poids frais de ces deux parties. Ainsi, a 1’aide d’un logiciel
spécifique (Imagel), la longueur des parties aériennes et racinaires de chaque jeune plant est

mesurée. Elles sont ensuite séparées et puis pesées a 1’aide dune balance de précision.

I1.3.3 Caractérisation biochimique

11.3.3.1 Dosage des chlorophylles a et b

Pour chaque concentration, environ 100 mg de broyat sont pesés puis mis dans un tube
Eppendorf. Le broyat est ensuite homogénéisé en présence de 1 mL d’acétone a 80%. Le
mélange obtenu est centrifugé pendant 1 min a 10 000 rpm pour permettre la ré cupération de la
phase aqueuse. La lecture est faite a I’aide d’un spectrophotométre a deux longueurs d’onde
(645 nm et 663 nm) apres étalonnage de 1’appareil avec la solution témoin d’acétone a 80 %.

Le taux de chlorophylles a et b sont calculés a I’aide de I’équation suivante (Bassa et al.,2012) :

Chl a =0.999A663 - 0.0989A645 Chlb=-0.328A663 + 1.77A645

11.3.3.2 Dosage de la proline

La méthode décrite par Bates et al. (1973) est utilisée pour doser la teneur en proline de
chaque échantillon. D’abord, 100 mg de broyat de chaque échantillon sont pesés puis
homogénéisés dans 2 ml d’acide sulfosalicylique 3 %. Apres agitation du mélange au vortex, il
est centrifugé a 10000 rpm pendant 5 minutes et a température ambiante. Ensuite, le surnageant
obtenu est recueilli dans un tube a essai auquel est ajoutés 2 ml d’acide acétique glacial et 2 ml
de réactif a la nynhidrine (1,25 g de Ninhydrine ; 30 ml d’acide acétique ; 20 ml de H3POy4). Ce
mélange est porté¢ a ébullition pendant 1 heure au bain-marie a 90°C ; une coloration rose
apparait. Apres refroidissement des tubes, le mélange est extrait en ajoutant 2 ml de toluéne et
en mélangeant pendant 15 a 20 secondes. En fin, la phase toluénique est prélevée et son
absorbance est lue a A= 520 nm en utilisant le toluéne comme blanc. La concentration en proline

exprimée en mg par mg de matiere fraiche est calculée selon la formule suivante :
Q proline mg/g de MF = A*V/MF*K

A : absorbance ; V : volume du filtrat en mL; K : pente de la gamme étalon
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La valeur de la pente de la gamme étalon (k) est calculée a partir de la courbe standard
(Figure 5) de proline tracée a partir de concentrations connues de proline comprises entre 50 et

250 (nM).

Figure 5 : Courbe de calibration standard de la proline construite a partir de concentration connue

11.3.3.3 Dosage des anthocyanes

Pour doser les anthocyanes, 10 a 15 mg du broyat de chaque niveau de traitement au
zinc sont pesés et mis dans un tube Eppendorf. Le broyat est ensuite homogénéisé dans la
solution d’extraction (contenant : 18% de propanol, 1% HCL, 81% H2O). Les échantillons sont
ensuite incubés 3 min a 90°C puis centrifugés a 10 000 rpm pendant 2 min. Le surnageant est
ainsi récupéré dans un nouveau tube. Le taux d’anthocyanes est déterminé par
spectrophotométrie. L’absorbance du surnageant est mesurée a A= 535 et a 650 nm, en prenant
la solution d’extraction comme blanc. La teneur en anthocyanes exprimée en absorbance par

mg de matiére fraiche est donnée par I’équation suivante (Fahr ef al., 2015).

T-Ant (A/mg) = A535 -A650 )

T= teneur ; Ant = Anthocyanes ; A = Absorbance

II.4 Analyses statistiques

Les données collectées sont analysées a I’aide du logiciel R version 3.5.1 (2018-07-02).
D’abord une analyse de la variance (ANOVA) a un facteur a été effectuée. Avant de lancer
I’ANOVA, le test de Shapiro-Wilk (1965) a été appliqué pour vérifier si les données suivent
une distribution normale suivi du test de Bartlett pour vérifier 1’égalité des variances. Lorsque

I’effet du facteur étudié est significatif, le test de comparaison multiple de Tukey a été réalisé
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pour comparer les moyennes. Le logiciel SPSS version 23 a été utilisée pour I’étude de la

corrélation entre les différentes variables.
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I. Résultats

I.1  Effets du zinc sur les parameétres de développement de la plante

Le tableau 1 illustre I’effet variable des différents traitements de zinc apportés sur

la

longueur (Photo 7) et le poids frais des parties aériennes et racinaires. Nous observons que pour

la longueur des parties aériennes et racinaires, 1’effet du traitement au zinc est trés hautement

significatif. Pour le poids frais, nous constatons que I’effet délétere de 1’exces de zinc est plus

significatif sur le poids frais de la biomasse aérienne que pour le poids frais de la biomasse

racinaire. Pour chacun des parameétres mesurés, ’effet d’au moins un traitement différe de celui

des autres.

Tableau 1 : Effets des trois traitements de zinc sur les paramétres de croissance mesurés

Sources de
)| LPA LPR PBA PBR
variabilité
Traitements 2 16,35%** 318, 2%** 0,4358 **  0,018578 *
Résidus 13 0,29 5,7 0,0317 0,002387

Traitements= différentes concentrations de zinc (0 pM ; 300 uM et 500 uM) ; DI= Degré de liberté ; LPA=
Longueur de la partie racinaire ; LPR= Longueur de la partie racinaire ; PBA= Poids de la biomasse aérienne ;

PBR= Poids de la biomasse racinaire

A B C

Photo 3 : Aspect des jeunes plants de H. incana soumises a différentes concentrations de zinc

A : Jeunes plants non traités (témoins) ; B : Jeunes plants soumises a 300 pM de zinc et C : Jeunes plants soumis

4500 uM de zinc
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1.2 Effets du zinc sur les parameétres biochimiques de la plante

Le tableau 2 nous présente I’effet des différents traitements de zinc apportés sur les
parameétres biochimiques étudiés. Nous observons que les différents traitements de zinc
appliqués n’ont aucun effet significatif sur la teneur en Chl-a et en anthocyanes des jeunes
plants traités. En revanche, pour la teneur en Chl-b et en proline, les traitements de zinc
entrainent des effets significatifs. Les traitements de zinc apportés n’affectent pas la teneur en
Chl-a et anthocyanes, tandis que les teneurs en chlorophylle b et en proline sont
significativement affectées au moins par un des trois niveaux de traitements (OuM, 100uM et

300pM).

Tableau 2 : Effet des trois traitements de zinc sur les paramétres biochimiques mesurés

Sources de DI Chl-a Chl-b Proline Anthocyanes
variabilité

Traitement 2 1,174e-06 ns 1,501e-05 *  1,167e-05 ** 8,533e-07 ns
Résidus 6 1,026e-06 2,566e-06 5,620e-07 4,189e-07

Traitements= différentes concentrations de zinc (0 uM ; 300 uM et 500 uM) ; DI= Degré de liberté ; Chl-
a= Chlorophylle a ; Chl-b= Chlorophylle b

1.3  Effet du zinc sur la longueur et le poids frais des parties aériennes et racinaires
de la plante

1.3.1 Effet du zinc sur la longueur des parties aériennes et racinaires

La figure 6 illustre I’effet du zinc sur la longueur des parties aériennes (A) et racinaires
(B) de la plante. Nous constatons qu’aussi bien pour la partie aérienne (Figure 6A) que pour la
partie racinaire (Figure 6B), il existe une diminution significative de la longueur chez les jeunes
plants traités avec 300 uM et 500 uM de zinc par rapport a celle des jeunes plants non traitées
(0 uM de Zn). Cette réduction de la longueur est au moins de 1’ordre 53,11% et 47,68%
respectivement pour la partie aérienne et racinaire des jeunes plants traités par rapport a celles
non traitées. Cependant, entre les jeunes plants traités avec 300 uM et 500 uM de Zn, aucune
différence significative n’est observée. L’exces de zinc inhibe I’élongation des parties aériennes
et racinaires des plantes. L effet ainsi observé peut étre qualifi¢ d’effet métal car ne dépendant

que de la présence du métal mais pas de la dose apportée.
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Figure 6 : Longueur (en cm) de la partie aérienne (A) et racinaire (B) de H. incana cultivée en
hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de traitement au zinc

Les différentes lettres (a et b) indiquent qu’il y a une différence significative (p<0.05).

1.3.2 Effet du zinc sur le poids frais de la biomasse aérienne et racinaire

La figure 7 représente I’effet du zinc sur le poids frais de la biomasse aérienne et
racinaire. Nous observons que le poids frais de la biomasse aérienne (Figure 7A) et racinaire
(Figure 7B) diminue significativement chez les jeunes plants traités respectivement avec 300
uM et 500 uM de zinc comparé a celui des jeunes plants non traitées (0 uM de zinc). La
diminution du poids frais est beaucoup plus marquée au niveau de la biomasse racinaire avec
une réduction d’au moins 69% chez les jeunes plants traitées (300 uM et 500 uM de zinc) par
rapport aux jeunes plants non traitées (0 uM de zinc), tandis que pour le poids de la biomasse
aérienne la réduction est d’au moins de 55.7%. Cependant aucune différence significative n’est
notée entre les jeunes plants traités malgré la différence de concentrations des traitements regus.
L’apport de concentrations ¢élevées de zinc entraine une diminution du poids frais de la
biomasse aérienne et racinaire chez H. incana. L’effet observé peut étre qualifié d’effet métal

car il est observé avec I’apport du métal et ne varie pas en fonction de la dose apportée.
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Figure 7 : Poids frais (en g) de 1a biomasse aérienne (A) et racinaire des jeunes plants de H. incana
cultivées en hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de traitement au zinc

Les différentes lettres (a et b) indiquent qu’il y a une différence significative (p<0.05) ; BA : Biomasse

aérienne ; Biomasse racinaire

1.4 Effet du zinc sur la teneur en chlorophylle a (A) et b (B)

La figure 8 traduit I’effet du Zn sur la teneur en chlorophylle a et b chez des jeunes
plants de H.incana. Sur cette figure, nous constatons que le traitement avec 300 uM et 500 uM
de Zn n’affecte pas significativement la teneur en chlorophylle a (Figure 8A) de H. incana. En
revanche, ces mémes traitements entrainent une réduction de la teneur en chlorophylle b (Figure
8B) d’environ de 17% par rapport aux non traitées. Cette diminution de la teneur en
chlorophylle b observée, est significative a p-Value > 0,5, chez jeunes palnts traités avec 500
uM de zinc comparés au témoins. La chlorophylle b est donc plus sensible aux effets de I’exces

du zinc que la chlorophylle a.
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Figure 8 : Teneur en chlorophylles a (A) et b (B) (mg/mg de matiére fraiche) des feuilles de jeunes
plants de H. incana cultivée en hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de
traitements au zinc

Les différentes lettres (a et b) indiquent qu’il y a une différence significative (p<0.05)

Chl-a= Chlorophylle a ; Chl-b= Chlorophylle b et Chl-totale= Chlorophylle totale

1.5 Effet du zinc sur la teneur en proline

La figure 9 représente I’effet du zinc sur la teneur en proline des jeunes plants de H. incana
cultivées pendant 15 jours dans un milieu BD supplémenté avec différentes concentrations de
zinc (0 uM, 300 uM et 500 uM). Nous constatons que le traitement des jeunes plants avec 300
uM et 500 uM de Zn entraine une augmentation significative de leur teneur en proline par
rapport aux témoins (0 pM de zinc). La teneur en proline chez les jeunes plants traités avec le
zinc (300 uM et 500 uM) augmente d’au moins 70,83% par rapport a celle des jeunes plants
non traités (0 uM). Cependant, aucune différence significative ne s’observe entre les jeunes
plants traités avec 300 uM et 500 uM de zinc. Le traitement des jeunes plants de H. incana par
des concentrations de 300 uM et 500 uM de zinc entraine une augmentation significative de la

teneur en proline.
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Figure 9 : Teneur en proline des jeunes plants de H. incana cultivée en hydroponie pendant 15 jours
en présence de différents niveaux de traitements au zinc

Les différentes lettres (a et b) indiquent qu’il y a une différence significative (p<0.05)

1.6  Effet du zinc sur la teneur en anthocyanes

La figure 10 représente les résultats du dosage des anthocyanes chez les jeunes plants de
H. incana cultivées pendant 15 jours sur un milieu BD supplémenté avec des concentrations
de zinc (0 uM, 300 uM et 500 uM. Nous observons que le traitement des jeunes plants de H.
incana pendant 15 jours en présence de 300 uM et de 500 uM n’entraine aucune différence
significative (p<0,05) de la teneur en anthocyanes par rapport aux jeunes plants non traitées (0
uM de zinc). Les concentrations de 300 uM et 500 uM de zinc sont insuffisantes pour induire
un effet significatif par rapport aux témoins (OuM). Par conséquent, comme les anthocyanes
sont des indicateurs de stress donc 1’absence d’effet significatif apres traitement des jeunes

plants implique qu’elles sont tolérantes a ces concentrations apportées.
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Figure 10 : Teneur en anthocyanes (Absorbance/mg de maticres fraiches) des jeunes plants de H.
incana cultivée en hydroponie pendant 15 jours en présence de différents niveaux de traitements au
zinc.

Les différentes lettres (a et b) indiquent qu’il y a une différence significative (p<0.05) ; Ant = Anthocyanes

1.7 Relations entre les différentes variables

Le tableau 3 illustre les relations entre les différentes variables mesurées chez les jeunes
plants de H. incana cultivées en hydroponie pendant 15 jours en présence de différentes
concentrations de zinc (0 uM, 300 uM et 500 uM). Nous observons que les couples de variables
LPA/LPR, LPA/BA, LPR/BA et LPR/BR sont tous corrélés positivement au moins au seuil o
égal a 0,05. En revanche, les couples de variables Pro/LPA, Pro/LPR, Pro/BA et Pro/BR

présentent une corrélation négative au moins a a égal a 0,05.

Tableau 3 : Relation entre les différentes variables mesurées

Variables Chl_a Chl_b Pro Ant LPA LPR BA BR
Chl_a 1
Chl_b 0,994 1
Pro -0,945 -0,975 1
Ant -0,971 -0,939 0,839 1
LPA 0,963 0,987 -0,998*  -0,87 1
LPR 0,95 0,978  -1,000** -0,846  0,999* 1
BA 0,961 0,986 -0,999*  -0,867 1,000**  0,999* 1
BR 0,929 0,964 -0,999*  -0,814 0,995 0,998* 0,995 1

Chl-a = Chlorophylle a ; Chl-b = Chlorophylle b ; Pro = Proline ; LPA= Longueur de la partie aé¢rienne ; LPB=
Longueur de la partie racinaire ; BA= Biomasse aérienne et BR= Biomasse racinaire ; * = Significatif a p-Value

=0,05 ; ** = trés significatif a p-Value = 0,01
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II. Discussion

Les résultats de cette étude montrent que le traitement des jeunes plants de H. incana
pendant 15 jours avec 300 uM et 500 uM de zinc entraine une réduction significative de la
longueur et du poids frais des parties aériennes et racinaires par rapport au contrdle (0 uM de
zinc) avec un effet plus marqué au niveau des racines. Ces réductions observées pourraient étre
causées par la perturbation de la multiplication cellulaire et du métabolisme cellulaire induite
par ’exces de zinc. De nombreuses études ont rapporté I’effet inhibiteur des métaux lourds en
particulier celui des métaux non-essentiels sur la croissance des plantes. Cependant, du fait du
caracteére essentiel du zinc pour le développement des plantes, la majorité des études réalisées
sur les effets de la nutrition en zinc concernent les effets de la carence en cet élément (Muschitz,
2009). Néanmoins, il existe des études qui confirment ou infirment les résultats de cette étude.
En effet, les études réalisées par Prasad et al. (1999) sur une Brassicacée, Brassica juncea,
soutiennent I’effet déléteére de I’exces de zinc sur la croissance et le développement des plantes.
Liu et al. (2014), ont rapporté que le traitement des jeunes plants de Phyllostachys pubescens
en hydroponie pendant 30 jours avec des concentrations de zinc supérieures ou égales a 200
uM entraine une réduction du poids sec d’au moins de 36,25% par rapport au controle. En outre,
Singh et al. (2014), a travers I’évaluation de la capacité phytoextractante du zinc de Vigna
unguiculata ont rapporté que I’exces de zinc (>250 M) entraine une réduction considérable de
longueur et du poids total de la plante. Les travaux récents de Feigl et al. (2016) sur Brassica
juncea et Brassica napus ont également démontré les effets délétéres de I’excés de zinc sur le
développement des jeunes plants. En effet, ils ont rapporté une diminution trés significative du
poids frais et sec de la biomasse chez les jeunes plants traités avec des concentrations de zinc
supérieures ou égales a 50 uM comparé au controle. Cependant, le seuil de tolérance au zinc
varie considérablement en fonction de I’espéce. En effet, chez Noccea caerulescens, une espéce
hyper-accumulatrice du zinc, le traitement avec des concentrations de zinc comprises entre 100
et 200 uM entrainait une croissance plus ¢levée par rapport au témoin. La réduction du poids
sec des racines par rapport au témoin n’était significative que lorsque les jeunes plants été
traitées avec des concentrations de zinc supérieures ou €gales a 800 uM (Kozhevnikova et al.,

2017).

La photosynthése est un processus complexe qui peut €tre affecté par différents facteurs
environnementaux notamment par la présence d’éléments traces métalliques (Fahr, 2014). La

teneur en chlorophylle est un indicateur commun de la photosynthése qui refléte directement le
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statut de croissance de la plante (Peng ef al., 2015). Ainsi, pour évaluer I’état physiologique des
jeunes plants apres traitement avec différentes concentrations de zinc, la teneur en chlorophylle
a et b a été quantifiée. Les résultats montrent que la teneur en Chlorophylle a chez les jeunes
plants traités avec 300 uM et 500 uM de zinc est similaire a celui du non traitées (0 pM). En
revanche, une diminution significative de la teneur en chlorophylle b a ét¢ enregistrée chez les
jeunes plants traités avec 500 uM de zinc par rapport a ceux non traités (0 uM). Cet effet du
zinc, uniquement observé chez la teneur en chlorophylle b, pourrait s’expliquer, d’une part, par
le fait que cette derniére est le plus sensible au effet du zinc. D’autre part, par le fait que 500
uM de zinc constitue une concentration a laquelle est sensible H. incana, d’ou I’apparition de
feuilles nécrosées. Contrairement a ces résultats, de nombreuses études rapportent une
diminution de la teneur en chlorophylle en fonction de I’augmentation de la concentration du
zinc. En effet, Cherif et al. (2010), ont rapporté que le traitement des jeunes plants de tomate
avec des concentrations de zinc supérieures ou égales a 50 uM entrainait une diminution
significative de la teneur en chlorophylle a et b par rapport au controle. Ils ont observé que le
traitement des jeunes plants avec 150 uM de zinc pendant 7 jours entrainait une réduction de la
teneur en chlorophylle a et b de 47,29 % et 29,32 % respectivement comparé aux témoins. Ces
constats sont soutenus par Park ef al (2012) suite a leurs travaux sur deux écotypes
d’Arabidopsis thaliana (Columbia-0 et Wassilewskijd) ou ils ont observé une réduction
significative des teneurs en chlorophylle a et b chez les jeunes plants traités avec 250 uM de
zinc comparé au contrdle. Le traitement des jeunes plants de Phyllostachys pubescens avec des
concentrations de zinc supérieures a 400 mgkg™! entraine une réduction de la teneur en
chlorophylle a et b de 68,88 % et 72 % respectivement par rapport au contréle (Peng et al.,
2015).

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles rencontrés dans tous les tissus
végétaux (Chalker-Scott, 1999). Elles sont connues pour étre synthétisées en réponse a
différents stress environnementaux (Fahr, 2014). Pour évaluer 1’état de stress des jeunes plants
de H. incana cultivés en présence de différentes concentrations de zinc pendant 15 jours, leur
teneur en anthocyanes ont ét¢ dosée. Aucune variation significative de la teneur en anthocyanes
n’est observée entre les jeunes plants traités avec 300 uM et 500 uM de zinc ceux non traités
(0 uM). Comme les anthocyanes sont produites en réponse aux stress métalliques ((Baek et al.,
2012) alors ces résultats seraient dus a I’insuffisance de ces concentrations de zinc utilisées a
provoquer un état de stress chez H. incana. Ces résultats sont infirmés par de nombreuses études

démontrant une augmentation significative de I’accumulation des anthocyanes en fonction de
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I’augmentation de la concentration de zinc. En effet, les travaux effectués par Baek ez al. (2012)
ont montré une augmentation significative de I’accumulation des anthocyanes dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana cultivés en présence de zinc. Des résultats similaires ont aussi été
observés chez des jeunes plants de tomate cultivés en présence de concentrations croissantes de
zinc ou la teneur en anthocyanes augmentait graduellement en fonction de la concentration de
zinc (K&sesakal & Unal, 2012). Néanmoins, il existe des résultats concordant avec les résultats
de cette étude. En effet, les études réalisées par Pongrac ef al. (2009) sur deux espéces de
Thlaspi (Thlaspi caerulescens et T. praecox) n’ont montré aucune augmentation significative
de la teneur en anthocyanes malgré 1’augmentation de la concentration de zinc jusqu’a 500
mg.kg!. Des observations pareilles ont été faites chez Wassilewskija, un écotype d’ Arabidopsis
thaliana. En effet, Park et al., (2012) n’ont observé aucune augmentation significative de la
teneur en anthocyanes chez les jeunes plants traités avec 500 uM de zinc comparé a ceux non

traités (0 uM).

La proline est un acide aminé qui agit comme un osmolyte métabolique et compatible
(Emamverdian et al., 2015). Elle joue un role significatif dans I’ajustement osmotique et dans
la protection de la structure cellulaire chez des plantes soumises a différents stress dont le stress
métalliques (Singh et al., 2014). Dans cette étude, la teneur en proline des jeunes plants traités
ou non avec du zinc a été estimée. Les résultats ont alors montré une augmentation significative
de I’accumulation de la proline en fonction de la concentration de zinc dans la solution nutritive.
Cette augmentation de 1’accumulation de la proline serait probablement due a la perturbation
du statut hydrique des jeunes plants induite par I’excés de zinc. L’augmentation de
I’accumulation de la proline en fonction du stress métallique notamment, le stress induit par le
zinc a été rapportée par de nombreuses études. En effet, la culture en hydroponie de vigna
unguiculata a montré une augmentation significative de 1’accumulation de la proline en
fonction de la concentration de zinc mais aussi en fonction de la durée du stress (Singh et al.,
2014). Ce constat est soutenu par d’autres travaux dont ceux réalisés par Dai et al. (2015). Ils
ont rapporté une augmentation significative de I’accumulation de la proline aussi bien dans les
feuilles, la tige et les racines des jeunes plants de quatre cultivars d’Alfalfa (Medicago sativa)

soumis a différentes concentrations de zinc.
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Conclusion et perspectives

Cette ¢tude a porté sur la caractérisation physiologique et biochimique de la tolérance
au stress di au zinc chez des jeunes plants de H. incana cultivés en hydroponie. Elle a permis
d’évaluer I’effet de I’excés de zinc sur le développement et la croissance. En effet, elle a permis
de voir que I’excés de zinc inhibe 1’élongation racinaire et caulinaire. Elle a également permis
de voir que I’exces de zinc entrainait une diminution du poids frais des parties aériennes et
racinaires. En outre, I’étude a permis d’illustrer certains mécanismes biochimiques de tolérance
a I’exces de zinc chez les jeunes plants de H. incana. En effet, elle a montré que I’exces de zinc
n’influence pas la teneur en chlorophylle a, ainsi que la teneur en anthocyanes qui est indicateur
de I’état de stress de la plante. En revanche, elle a rapporté que la teneur en proline augmentait
graduellement en fonction de la concentration de zinc dans la solution nutritive. Compte tenu
des divers roles de la proline dans la réponse au stress métallique, alors, il est évident que la
tolérance au zinc observée chez H. incana soit en partie due a cette accumulation de la proline.
Ces résultats biochimiques indiquent que malgré la diminution de la croissance aérienne et
racinaire, H. incana est capable de tolérer des concentrations élevées de zinc. Par conséquent,

elle constitue une bonne candidate pour la phytorémédiation des sols pollués par le zinc.

Ainsi, en vue d’une caractérisation physiologique et moléculaire plus exhaustive des
mécanismes de tolérance voir d’hyper-accumulation du zinc, il serait important de faire d’autres

¢tudes supplémentaires a savoir :

- Evaluer I’effet de concentrations plus élevées de zinc sur la croissance et le
développement de H. incana ;

- Déterminer la teneur en sucres solubles, en acides aminés libres, en acides
organiques chez les jeunes plants de H. incana traitées avec un exces de zinc ;

- Evaluer lactivité des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques chez les
jeunes plants soumis au stress dii au zinc ;

- Identifier les génes impliqués dans I’absorption racinaire, la translocation et la

séquestration vacuolaire du zinc et leur role exact dans ce processus.
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Annexes

Annexe 1 : Composition de la solution nutritive de Broughton Dillworth (BD)

Macro-éléments M mg/1
CaCl2, 2H20 2M 294
KH2PO4 1M 136
MgSO4 0,5M 123
K2S504 0,5M 87
MnSO4 2m M 0,34
Fe,EDTA

Na2EDTA 7,45
FESO4 5,57
Oligo-éléments

H3BO3 4 mM 0,247
ZnSOq4, THO I mM 0,288
CuS04, 5H20 0,4 mM 0,100
CoS04, TH,O 0,2 mM 0,056

NA>MoOy4, 2H,0 0,2 Mm 0,048
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