République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I'enseignement supérieur et de la recherche scientifique

Université Constantine 1

4

Université Constantine 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de Biochimie et BMC

Mémoire

En vue de I'obtention du dipldme de Master en Biochimie
Option: Analyse Protéomique et Santé

Etude de ’activité de la peroxydase (POD) et de la catalase

(CAT) chez Lens culinaris contaminée par le cadmium

Préparé par:
Bounab Sarah Sahli Imene Nour El Houda
Soutenu le 26 Juin 2014
Jury de soutenance:
President : NOUADRI T. M.C.A., Université Constantine 1.
Encadreur : MECHAKRA A. Professeur, Université Constantine 1.

Examinateur : BOUKHALFA H. M.A.A., Univerité Constantine 1.

Année Universitaire 2013-2014




Remerciements

En premier lieu, nous tenons a remercier notre DIEU, notre créateur
pour nous avoir donné la force pour accomplir ce travail.

On souhaite adresser nos remerciements les plus sinceres aux personnes qui Nous
ont apporté leur aide et qui ont contribué¢ a I'¢laboration de ce mémoire ainsi qu’a la

réussite de cette formidable année universitaire.

On tient a remercier sincérement Mme A.Mechakra, qui, en tant que Encadreur
de mémoire, nous a donné la possibilité de réaliser ce travail au sein de laboratoire de
Biologie et Environnement (LBE), pour la confiance, pour ses précieux conseils de tout
ordre, sa disponibilité, sa patience et sa gentillesse. S’est toujours montré a 1'écoute tout
au long de la réalisation de ce mémoire, ainsi pour l'inspiration, I'aide et sans qui ce

mémoire n‘aurait jamais vu le jour.

Nous remercions Mr T. NOUADRI, Docteur a I’Université de Constantine 1 qui

a accepte de presider le jury de ce mémoire.

Nous remercions Mme H. BOUKHALFA, Docteur a I’Universitée de Constantine

1 qui a accepté de juger ce travail.

Nos remerciements s’adressent également a Mlle Asma Benhamdi pour son
précieux temps, sa générosité, ses conseils son aide et la grande patience dont elle a su

faire preuve malgré ses charges.

On exprime notre gratitude a toutes les personnes rencontrées lors des recherches

effectuées et qui ont accepté de répondre a nos questions avec gentillesse.

Enfin, on adresse nos plus sinceres remerciements a tous nos proches et amis, qui

nous ont toujours soutenue et encouragées au cours de la réalisation de ce mémoire

Merci a tous et a toutes



IMENE NOUR EL HOUDA

Je dédie ce memoire :
A mes chers parents : MOUHAMED et BAYA
A ma chére sceur IBTIHAL et mon cher fréere YOUSR]

A tous les membres de ma famille SAHLI et LABED
A tous mes collégues et amis
A ma proche et meilleures amie RANDA
A ma collaboratrice dans ce travail : SARAH

A mon co-encadreur Mlle Asma Benhamdi qui n’a pas de

m’aider et m’encourager sagment aux moments de détresse

Et

A tous les étudiants d’ Analyse Proteomique et Santé LMD.



Deédicace

Awvec [aide du tout Puissant, j'ai pu réaliser ce modeste travail
que je dédie :

A mes chers parents sur qui j'ai pu compter et me resourcer
d’affection et de bénédictions durant toute ma vie ;

A ma belle sceur Mina, a mes deux_fréres, Abdel-Raouf, Hamza et
qui m’ont beaucoup soutenue et encouragée ;

A mon co-encadreur Mlle Asma Benhamdi qui n’a pas cessé de

m’aider et
) Ve
m’encourager sagement aux moments de détresse ;

A mes chers amis : B.Maha, B.Hannen, M, Imene, mes cousine

Nihad, Nedjoua et Meriem ;
Biensur a mo collaboratrice Imene Nour EL Houda

A tous ceux que j"aurais oublié de citer mais qui existent au fond de

mon ceeur et de ma pensée . A toutes les personnes que j aime.

o Sarah Bounabt



Sommaire



INTRODUCTION
Sythese bibliographique

1.

Le stress oxydant
1.1. Les radicaux libres
1.1.1. Les différents radicaux libres oxygénés
1.1.2. Origine et destinée des ROS
1.1.3. Marqueurs du stress oxydatif et Principales cibles biologiques des ROS
1.1.3.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN
1.1.3.2. Les protéines
1.1.3.3. Les lipides membranaires
1.2. Les défenses anti-oxydantes
1.2.1. Antioxydants enzymatiques
1.2.2. Antioxydants non enzymatiques
1.2.2.1. Vitamine E
1.2.2.2. Vitamine C (acide ascorbique)
1.2.2.3. Glutathion
1.3. Facteurs favorisant le stress et son implication dans les pathologies
1.4. Le stress oxydant chez les plantes
1.4.1. Systéme antioxydant
1.4.2. Catalase
1.4.3. Peroxydase

. Les métaux lourds

2.1. Définition
2.2. Origine des métaux lourds et contamination de I’environnement
2.3. Le cadmium
2.3.1. Les risques de la toxicité du cadmium sur la santé humaine
2.3.2 Origine anthropique
2.3.2.1. Rejets d’origine industrielle
2.3.2.2. Les pratiques agricoles
2.4. Le cadmium et les plantes
2.4.1. Phytotoxicité du cadmium
2.4.2. Effet du cadmium sur la croissance
2.4.3. Effets sur les processus métaboliques
2.4.4. Induction d'un stress oxydatif par le cadmium
2.5. Réponses des plantes au cadmium
2.5.1. Absorption
2.5.2. Chélation, séquestration
2.5.3. Translocation

O NNNNNO O O10O1O1TOTWDNDNDN

el el
NN O

15
15
15
15
16
16
16
16
17
17
17
17
18
18
18
19
19



Matériel et Méthodes

1. Mateériel végétal et conditions de culture
1.1. Préparation des pots
1.2. Préparation des graines

2. Traitement métallique par le cadmium (Cd)
3. Extraction
3.1. Broyage
3.2. Extraction proprement dite

4. Dosage des enzymes antioxydantes et des protéines
4.2. La catalase (CAT)
4.3. La peroxydase (POD)
4.4. Dosage des protéines

5. Analyse des resultats

Résultats et Discussion

1. Effet du Cd sur la croissance des plantules
1.1. Résultats du premier essai
1.2. Résultats du deuxieme essai

2. Effet du Cd sur le systéeme antioxydant

2.1 Effet du Cd sur I’activité de la péroxydase
2.2. Effet d Cd sur l’activité de la CAT

Conclusion

Références bibliographiques

20
20
20
20
20
21
21
21
21
21
22
22
22

23
23
23
24
28
28
29

34



ABREVIATIONS

ADN : Acide DésoxyréboNucléique

APX : Ascorbate PeroXydase

BSA : Bovin Serum Albumin

CAT : Catalase

Chl : Chlorophylle

DHAR : DéHydroAscorbate Réductase

GPX : Glutathion PeroXydase

GR : Glutathion Reductase

GSH : Glutathion sous forme réduite
GSSG : Glutathion sous forme oxydée

GST : Glutathion —S- Transférase

LDL : Low Density Lipoproteine
MDHAR : MonoDéhydroAscorbate Réductase
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
POD : Peroxydase

ROS : Reactive Oxygen Species

SOD : Super Oxyde Dismutase

uv - UltraViolet

Vit : Vitamine



Liste de tableaux
Tableau 1- Différents radicaux libres oxygénés.
Tableau 2- Les antioxydants enzymatiques.

Tableau 3- Sources d’espéces réactives de 1’oxygéne lors du fonctionnement cellulaire
intrinseque chez les plantes.

Tableau 4- Role et localisation subcellulaire des principaux antioxydants enzymatiques.

Tableau 5- les antioxydants non enzymatiques.

Tableau 6-Représente les applications de la CAT et de la POD.



Liste des figures

-Figure 1- Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de 1’oxygéne
impliqué en biologie

-Figure 2- Effet du Cd sur le phénotype des plantules de lens culinaris (lentilles) apres 29
jours.

-Figure 3- La moyenne de la croissance des parties aériennes apres 7jours.

-Figure 4- La moyenne de la croissance des parties aériennes arrosées a 1’eau distillée (pH 4.5)

pendant 7jours.
-Figure 5- Effet du Cd sur de la croissance des plantules aprés 7jours

-Figure 6- Effet de Cd sur I’activité enzymatique du POD.

-Figure 7- Effet du Cd sur I’activité enzymatique du CAT



Introduction



Introduction

INTRODUCTION

Actuellement, de nombreux problemes de pollution de 1’environnement sont
générés par les émissions industrielles et les déchets urbains liés aux activités humaines. Ils
résident dans la contamination du sol, de I’eau et de I’air par divers composants organiques
et inorganiques [1 ; 2]. Les substances polluantes présentes dans le sol sont nhombreuses ;
les plus répandues sont les hydrocarbures, les solvants, les pesticides, les matieres

plastiques, I’amiante et les métaux lourds.

Parmi les polluants inorganiques du sol, les métaux peuvent représenter un danger
pour les étres vivants. Si certains éléments (oligo-éléments), présents a 1’état de traces, sont
essentiels pour I’organisme, d’autres éléments tels que le plomb, le mercure, le cadmium et

I’arsenic, peuvent provoquer des effets toxiques [3].

L'un des mécanismes impliqués dans la toxicité des métaux est l'induction
d’espéces réactives oxygénées (ROS) [4], c¢’est-a-dire, des molécules réactives contenant
de I'oxygéne produit dans les réactions d'oxydoréduction [5]. La formation de ROS résulte
du stress oxydatif qui crée un état de déséquilibre entre la défense anti-oxydante et la
production des radicaux [6]. Ces derniers peuvent causer des dommages oxydatifs aux
membranes lipidiques, a I'ADN et les protéines, et leur oxydation peut conduire a un
dysfonctionnement cellulaire et une lésion tissulaire [7 ; 8]. Ces réactions se traduisent par
une modification des activités des enzymes antioxydantes (glutathion peroxydase, GPX;
superoxyde dismutase, SOD, catalase, CAT) et soutiennent indirectement le systeme de
défense antioxydant en catalysant la conjugaison des polluants avec GSH (glutathion-S-
transférase, GST) [9].

Dans le but de définir et de mesurer les effets des polluants sur un écosystéme, nous
avons étudié les réponses antioxydatives d’une plante (Lens culinaris) provoquees par le
cadmium présent dans le sol. Pour cela, nous avons dosé les activités de la peroxydase
(POD) et de la catalase (CAT) dans les parties aériennes et les racines de la plante cultivée

in-vitro
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1. Le stress oxydant

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces
oxygénées activées (ROS). C’est vers le milieu des années 50 que ces notions ont été
évoquees par Gerschman et Hartman pour expliquer le processus de vieillissement et son
lien avec la toxicité de 1’oxygene et la «free radical theory». En 1969, les Américains
McCord et Fridovich isolent & partir de globules rouges humains, un systéme enzymatique
antioxydant, la superoxyde dismutase (SOD), capable d’éliminer 1’anion superoxyde,

démontrant ainsi pour la premiere fois, que notre organisme produit des ROS.

Dans les systéemes biologiques, le stress oxydant est un déséquilibre entre la
production et la destruction des radicaux libres par des systemes de défenses anti-
oxydantes. Les radicaux libres sont une forme particuliére d’espéces chimiques (atomes ou

molécules) qui possédent un électron célibataire (ou non apparié) [10], [11].

1.1. Les radicaux libres

1.1.1. Les différents radicaux libres oxygénés

Tableau 1-Différents radicaux libres oxygénés

Le radical La réaction Références

I’anion superoxide | O, + ¢ => Oy~ [12],[13]
ONOO +H" — "OH + NO,

le peroxy\de 5 02:+2H+ —> H,0, + O, [14],[12]
d'’hydrogéne H,0,

le radical hydroxyle [12],[15]
OH 02: + H,0, — ‘OH + OH + 0,

Oxyde nitrique [16],[17]
Peroxynitrite O, + NO — OONO™ [18]
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1.1.2. Origine et destinée des ROS

Le dioxygene est une molécule bi-radicalaire susceptible de récupérer quatre
électrons, mais ses capacités oxydantes sont limitées par une barriere cinétique importante.
En présence de rayonnements de métaux ou d’enzymes, il est capable de capter un électron

pour donner le radical superoxyde O2¢ .qui est un radical modérément réactif [19].

Ce radical est le substrat essentiel des enzymes, les superoxydes dismutases (SOD),
qui le transforment en eau oxygénée (H.O,). Celle-ci peut avoir plusieurs destinées. En
présence de métaux, elle est transformée en radical *OH par la réaction de Fenton. Ce

dernier est extrémement réactif et va oxyder trés rapidement les molécules voisines,

formant parfois d’autres radicaux libres [20 ; 21] (Figure-1).
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Lumiére UV oxydases
0 | e—m— 1,0,

{hxypéne singulet (xypéne Superoxyde roxyde d'hydrogénes

dismutases

P Cyeles redox myéloperoxidase
R NADPH ox
mitochondne Fe'
¥
NO' 0, | — HOCI
Fed+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
¥ 4
ONOO » | OH°
peroxyniirife Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation  Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 1- Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygene impliqué en biologie [22]
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1.1.3. Marqueurs du stress oxydatif et Principales cibles
biologiques des ROS

1.1.3.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ROS qui entrainent des mutations et
conduisent a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du
cancer et le vieillissement [23].

1.1.3.2. Les protéines

Les deux principaux marqueurs biologiques de I’oxydation des protéines sont la
formation de carbonyles protéinés et de groupes nitrotyrosines. Les carbonyles protéinés et
les nitrotyrosines sont tous deux tres stables et ne sont pas généralement retrouvés chez les

patients, faisant d’eux des marqueurs biologiques utiles et fiables [24].

L’attaque radicalaire d’un acide aminé provoque 1’oxydation de certains résidus
avec, pour conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont
irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes. Certaines
protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les

cellules et dans le compartiment extracellulaire [23].
1.1.3.3. Les lipides membranaires

Les lipides membranaires peuvent étre altérés par le radical hydroxyle, ce qui

conduit & la mort cellulaire [23].

Les principaux marqueurs de la peroxydation lipidique sont les substances
régissantes aux malonaldéhyde/acide thiobarbiturique, les diénes conjugués, les hydro

peroxydes lipidiques et les isoprostanes [25].

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. Les
macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (role important dans les

premiéres étapes de 1’athérosclérose) [26].



Synthése Bibliographique

1.2. Les défenses antioxydants

1.2.1. Antioxydants enzymatiques

On cite parmi les quelles superoxide dismutase, catalase, glutathion réductase,

monodéhydroascorbate réductase, ascorbate peroxydase, gaiacol peroxydase.

Tableau 2-Les antioxydants enzymatiques

Enzyme Réaction Reference
Superoxide 205+ 2H;0° —,0; +2H;0 + 2H;0 [27 ; 28]
dismutase (SOD)
Catalase (CAT) 2H,0, 0, +2H,0 [29 ; 30]
Glutathion-S- GSH + R-X GSH+ HX [31 y 32]
transférase
Gaiacol peroxydase 2H,0, + 4 gaiacol (2 méthoxy phénol) GPX Tetragaiacol + 8H,0 [33]
(GPX)
Ascorbate H;(; + 2 ascorbate E.. 2monohvdroascorbate +;H,0 [34]
peroxydase (APX)
Monodéhydro- ) - ! - |[35

y monodéhvdroascorbate + 2NAD %scurb ate + 2NAD [35]
ascorbate réductase
(MDHAR)
Glutathion GSSG +2 NADPH _SR , GSH+2 NADP" [36 5 37]
réductase (GR)
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1.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les espéces réactives
de I’oxygene. Il s’agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme
(glutathion, acide ascorbique) ou dans les membranes cellulaires (vitamine E,

caroténoides).

1.2.2.1. Vitamine E

La vitamine E regroupe la famille des tocophérols (a, B, 6, v). A cause de son
caractére hydrophobe, elle peut s’insérer au sein des acides gras de la membrane cellulaire
et les lipoprotéines. Elle joue un réle protecteur en empéchant la propagation de la

peroxydation lipidique induite par un stress oxydant [38].

1.2.2.2. Vitamine C (acide ascorbique)

C’est 1’un des principaux antioxydants hydrosolubles présents dans les fluides intra-
et extracellulaires. La vit C peut directement réagir avec des especes réactives de I’oxygeéne

comme HO< ou Oy° [38].
1.2.2.3. Glutathion

En situation de stress oxydant, le role protecteur et détoxifiant du glutathion réside
principalement dans sa fonction de co-substrat des glutathion peroxydases. Mais il fait
aussi I’objet d’interactions synergiques avec d’autres composants du systeme de protection

antioxydante tels que la vit C, la vit E et les superoxydes dismutases [39].

1.3. Facteurs favorisants le stress oxydant et son implication dans les

pathologies

Les sources de stress oxydant peuvent avoir diverses origines, .... endogenes
comme la xanthine oxydase, oxydation de 1’hémoglobine et exogénes (mode de vie :

tabagisme, alcool ; environnement : pollution radiation) [23].

Le stress oxydant représente un des facteurs potentialisant la genése de maladies
plurifactorielles telles que les maladies cardiovasculaires, les rhumatismes, le cancer et les
maladies neurodegénératives. L’augmentation de la peroxydation lipidique est observée au

stade précancéreux chez des femmes atteintes de dysplasie mammaire ou cervicale [40].
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L’activité de I’enzyme Mn-SOD est augmentée dans la muqueuse des malades atteints

d’adénocarcinome de I’estomac, sans doute en réaction a la présence excessive des ROS

[41].

La maladie d’Alzheimer survient suite a une augmentation de la peroxydation
lipidique, de I’oxydation des protéines [42], une altération de I’ADN mitochondrial [43] et
une augmentation de I’activité de la Cu/Zn SOD [44].

La maladie de Parkinson peut étre due a la diminution de la quantité du glutathion
réduit GSH) et de I’activité du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale [45 ;

46].

1.4. Le stress oxydant chez les plantes

Chez les végétaux, le stress oxydant peut étre provoqué par des variations trop
brutales de I’environnement (Sécheresse, exposition au froid, chaleur, rayons UV, ...) [47].
Il peut également étre de nature biotique comme I’attaque par des insectes et des animaux.
Ces facteurs vont bouleverser le métabolisme de la plante, conduisant a la formation de
composés réactifs qui peuvent induire différentes réactions au niveau des organites

cellulaires par divers processus [35] (voir tableau 3).
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Tableau 3-Sources d’espéces réactives de I’oxygene lors du fonctionnement
cellulaire intrinséque chez les plantes [48]

Site cellulaire | ROS Processus Réactions
produit
'0, Excitation de la ChI"+ 0, _, Chl + "0,
chlorophylle
Chloroplaste Oy Transfert d’électrons | Ferrédoxine + Oxp.  Ferrédoxine +
photosynthétique 0,
Superoxyde O, = H,0,
H,0, dismutase
Transfert d’¢électrons
Mitochondrie 0,” de la respiration
0" —p H0,
H,0,
Xanthine oxydase Xanthine + O, = acide urique
Oz +H,0,+ Oy
Peroxysome Transfert d’¢lectron :
0, régénération NAD"
et NADP*
Superoxyde O, = H,0,
H,0, dismutase
Photorespiration 2Glycolate + O,y 2Glyoxylate +
H.0O; H.O;
Meétabolisme de Acide urique +O,_,  Allantoin +
H->0, I’urée H,0, + CO, + O,+ "
Reticulum (oF Détoxication Oxydation, hydroxylation,

endoplasmique

cellulaire

désamination, déhalogénatione

et désaturation.




Synthése Bibliographique

1.4.1. Systeme antioxydant

Le systeme antioxydant se compose de deux groupes de molécules de dégradation,
enzymatiques et non-enzymatiques. Le premier englobe SOD, CAT, APX, DHAR,

MDHAR et GPX ; le deuxieme comprend le glutathion, et les caroténoides.

10
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Tableau 4- Réle et localisation subcellulaire des principaux antioxydants
enzymatiques [48]

Enzyme antioxydante | cibles Produit | Localisation Références
finale

Superoxyde dismutase 0O, H,O, Chloroplaste, mitochondrie, | [49]
(SOD) EC1.15.1.1 Peroxysome, apoplaste et

cytosol
Catalase H,0, H,O Peroxysome, cytosol [50]
(CAT)EC1.11.16
Ascorbate peroxydase H,O, H,O Chloroplaste, mitochondrie, | [51 ; 52]
(APX) EX1.11.1.11 Peroxysome, apoplaste et

cytosol
Déhydroascorabat DHA Asc Cytosol,plaste [53]
reductase
(DHAR) EC 1.8.5.1
Monodéhydroascorbat | MDA Asc Stroma, plaste [53]
e réductase
(MDHAR) EC 1.6.5.4
Gluthation peroxydase | H,O,RO | H,O,RO | Cytosol,Chloroplaste, [54]
(GPX) EC1.11.1.9 OH H mitochondrie,apoplaste,

peroxysome

Tableau 5- les antioxydants non enzymatiques

Le glutathion

I1 est important car c’est le substrat de plusieurs enzymes
antioxydantes [55].11 peut également régénérer la vitamine E [56]

et réagir avec les radicaux HO'et 02 " directement et ainsi casser
la chaine d’oxydation [57].

Les caroténoides

des molécules liposolubles. Leur potentiel antioxydant pour lutter
contre la peroxydation lipidique a été démontré tres tét [58] et ils
sont capables de réagir avec les radicaux libres [57].

11
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Parmi les enzymes de stress oxydant, nous nous sommes intéressés a la catalase et la
peroxydase
1.4.2. La catalase
La catalase est une enzyme commune dans presque tous les organismes vivants
exposes a l'oxygene [59]. Elle joue un role tres important dans la protection de la cellule
contre les dommages oxydatifs par des ROS et possede I'un des nombres les plus élevés de
turnover de toutes les enzymes ; une molécule de catalase peut convertir des millions de

molécules de peroxyde d'hydrogene en eau et oxygéne chaque seconde [60].

L’enzyme est un tétramére contenant quatre groupes de porphyrine héme (fer) qui
lui permettent de réagir avec le peroxyde d'’hydrogene. Son pH optimal varie entre 6.8 et
7.5 et satempérature de 45 ° C [61 ; 62]

Le role cellulaire de la catalase est de convertir rapidement le peroxyde
d'’hydrogéne, un sous-produit nocif de nombreux processus métaboliques, en d'autres
substances moins dangereuses afin d’éviter d'endommager les cellules et les tissus [62]
Une carence en catalase peut augmenter la probabilité de développer un diabéte de type
2 [63].

La catalase se trouve généralement dans les peroxysomes, soit, les cellules
végétales impliquées dans la photorespiration (I'utilisation de I'oxygene et la production de
dioxyde de carbone) et la fixation symbiotique de lI'azote [64]. Elle est appliquée dans

la production du fromage et d’autres applications voir tableau 5.

1.4.3. La Peroxydase

La superfamille dite des « peroxydases de plantes, champignons et bactéries » [65]
est composée de protéines présentant toutes une structure tridimensionnelle similaire [66;
67]. Elles réduisent I’eau oxygénée en eau, mais oxydent des substrats trés divers. La
superfamille est séparée en trois classes qui différent principalement par leur séquence
peptidique primaire. Les péroxydases sont des glycoprotéines contenant de la
ferriprotoporphyrine IX comme groupe prosthétique et du calcium; elles sont
majoritairement présentes dans les parois [68 ; 69] et jouent de grands réles dans la
croissance, le développement et le systéme de défense des plantes.

Les peroxydases de la classe 11, présentes chez les plantes, sont capables d'agir a

partir de I’oxygéne seul pour oxyder l'auxine [70 ; 71] selon la réaction suivante :
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substrat + H,0, =———p substrat oxyde + 2H,0

Les peroxydases exercent des fonctions diversifiées dans les plantes. Elles utilisent
I'eau oxygenée comme accepteur d'électrons provenant de diverses molécules, tels les
précurseurs de la lignine ou des phénols (flavonoides ou autres). En plus, elles peuvent
catalyser I'oxydation de quelques molécules en présence d'oxygéne. C’est le cas de l'auxine
(acide 3-indolylacétique), une des hormones contrélant la croissance et le systeme de
défense des plantes [72].elle a plusieurs applications comme la dégradation de certains

colorants des rejets industriels (voir tableau 5)
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Tableau 6-Les applications de la CAT et de la POD

Catalase

Peroxydase

Elimination du peroxyde d’hydrogéne a partir

de lait avant la production fromage [73].

Dégradation de certains colorants des rejets
industriels [77].

Utilisation dans des emballages de produits

alimentaires [74].

Utilisé lors d'actions de dépollution en

précipitant les composés phénoliques [78].

Un usage limité dans 1’hygiéne des lentilles
de contact [75].

Traitement contre le cancer en utilisant la
spécificité de l'oxydation de I'AIA (Acide
indole acétique) [79].

Outil l'effet des

enzymes sur les vitesses de réaction.

pour l'apprentissage de

Utilise comme biomarqueur dans I'apparition
de certains cancers en activant certaines

molécules cancérigenes [80].
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2. Les métaux lourds

2.1. Définition
Le terme de métaux lourds est arbitraire et imprécis. 1l est utilisé pour des raisons
de simplicité et il recouvre des éléments ayant des propriétés métalliques (ductilite,

conductivité, densité, stabilité des cations, spécificité de ligand...) [81].

Sous cette appellation figurent des éléments qui, pour certains, sont effectivement des
métaux tels que Ni, Cu, Zn, Pb, Hg, Al... mais aussi des métalloides tels que chrome, zinc,

cuivre, nickel, plomb, arsenic, cadmium et mercure [82].

2.2. Origine des métaux lourds et contamination de I’environnement

Les métaux lourds sont des constituants naturels de tous les écosystémes et on les
trouve dans 1I’atmosphere, 1’hydrosphére, la lithosphére et la biosphére. Leur distribution

dans I’environnement proceéde de deux origines :

L’une, naturelle est le résultat de processus géogéniques comme 1’érosion, les

précipitations géochimiques de roches [83 ; 84].

L’autre, reléve des activités anthropogéniques, provoquées par les activités
industrielles, et aussi via des solides organiques tels les boues d’assainissement, le

compost, les fertilisants et les pesticides, etc [85].
2.3. Le cadmium

Le cadmium est un métalloide non essentiel au développement des organismes des
animaux ou Vvégétaux. 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. La cro(te terrestre renferme en moyenne de 0,1 a 0,2 mg de
cadmium par kg de sol sec, avec des différences importantes selon 1’origine des sols. Les
gisements sédimentaires jouent un role déterminant dans 1’accumulation du cadmium, avec

dans certains sites, des teneurs pouvant atteindre 300 mg/Kg [86]
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2.3.1. Risques de la toxicité du cadmium sur la santé humaine

Le cadmium est identifié comme un polluant extrémement toxique. 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 [87].

Une analyse des concentrations des métaux lourds dans les produits alimentaires en
France montre que la contribution des végétaux dans la contamination alimentaire est

importante, elle dépasse 60 % de la totalité ingérée par les individus non-fumeurs [88].
2.3.2 Origine anthropique

Les pratiques humaines (industrielles ou agricoles) conduisent aussi a 1’enrichissement des

sols en cadmium.
2.3.2.1. Rejets d’origine industrielle

Le cadmium se retrouve dans les déchets industriels stockes sur des anciennes
friches industrielles ainsi que dans les produits en fin de vie comme les batteries et les piles
a Cd/Ni et les effluents liquides issus des usines. Les retombées atmosphériques provenant
de Pactivité industrielle et du trafic urbain favorisent également la pollution des sols et des
eaux de surface et souterraines par le cadmium. Ces facteurs représentent la source

principale de contamination dans les zones urbaines [89].
2.3.2.2. Pratiques agricoles

Les produits chimiques utilisés en agriculture, tel que les fongicides, les
insecticides, les herbicides peuvent contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu, Cd, Zn
et Pb et peuvent donc contribuer a la contamination des terres agricoles. D’autre part,
’utilisation répétée d’eaux usées peut aussi contribuer a 1’accumulation de ce métal dans
les sols ; en effet, ces eaux contiennent du cadmium a des concentrations plus élevées que

les eaux normales [89].
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2.4. Le cadmium et les plantes

Le cadmium constitue le quatrieme métal le plus toxique pour les plantes
vasculaires. Cependant, la sensibilité au cadmium varie suivant les espéces et méme les
cultivars d’une méme espéce Un nombre restreint de plantes tolérent et/ou accumulent de
fortes teneurs du cd, mais toutes les plantes manifestent des symptomes de toxicité qui
apparaissent également chez les plantes tolérantes pour de plus fortes concentrations en
métal [90 ; 91 ; 92].

2.4.1. Phytotoxicité du cadmium

Les symptdmes que présente une plante cultivée en présence de cadmium sont
I’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, I’accélération de la
sénescence, I’apparition du retard dans le développement des jeunes pousses et des

perturbations de la photosynthese [93 ; 94].

2.4.2. Effet du cadmium sur la croissance

L’effet du cadmium sur la plante se manifeste par une réduction de la croissance
des parties aériennes et des racines [95] affectant ainsi la production de la biomasse. Ces
effets peuvent étre liés a la perturbation de 1’équilibre de certaines hormones de croissance,
notamment 1’auxine [96], a une action délétere du cadmium sur la composition des parois
cellulaires [97], ainsi qu’a des perturbations de la machinerie photosynthétique, notamment
la structure des chloroplastes et la biosynthése de la chlorophylle [98 ; 99]. Il est important
de noter que le cadmium n’affecte pas la croissance de toutes les plantes avec la méme

sévérité, certaines espéces végétales sont capable de croitre et de se développer [100].
2.4.3. Effets sur les processus métaboliques

L’inhibition de la croissance par le cadmium s’explique par 1’altération de
I’équilibre hydrique de la plante ou/et effets direct et indirect sur la photosynthése, [101 ;
102]. le cadmium peut induire une réduction de la teneur en chlorophylle [103]. Dans
certains cas, la disponibilité en CO2 peut étre réduite par un abaissement de la conductance

des stomates observee [104].
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2.4.4. Induction du stress oxydatif par le cadmium

Le cadmium peut induire un stress oxydatif, en effet, sa présence dans les plantes
provoque la production des radicaux libres (ROS), capables d’endommager les structures
cellulaires [105 ; 106].

Parmi ces radicaux, le peroxyde d’hydrogeéne inhibe certaines enzymes du cycle

d’assimilation photosynthétique du carbone (cycle de Calvin-Benson) [107] ; les radicaux
libres OH" sont capables d’arracher des électrons aux macromolécules organiques

cellulaires, provoquant ainsi la peroxydation des lipides membranaires, la destruction des
protéines et la dénaturation de I’ADN et les formes actives de I’oxygene singulier (102)

entrainent une inhibition de la photosynthese [55].

Chez les plantes, le cadmium inhibe ou stimule les activités des enzymes de
défense. Ces modifications different selon I'espece étudiée, I'organe, I'dge de la plante et la
concentration du cadmium utilisée [108 ; 109 ; 110 ; 111].

2.5. Réponses des plantes au cadmium

Les plantes réagissent a la pollution par Cd par différents phénomeénes ;

I’absorption, la translocation, la chélation et la séquestration.
2.5.1. L absorption

Le cadmium dissous, présent dans la plupart des sols dans la gamme de
concentrations des nanomoles [112], est absorbé par les racines selon sa concentration dans
sol et sa disponibilité biologique. Cette derniére peut étre influencée par le pH du sol, le
contenu en matiéres organiques et la concentration des autres éléments minéraux. Le
transport membranaire du cadmium dans les cellules est alors vraisemblablement réalisé
par des transporteurs d’autres ions divalents en particulier du fer et du zinc ; et les canaux
a calcium [113 ; 94 ], ainsi que d’autre transporteurs tels que les acides carboxyliques, les
acides organiques comme le citrate, [’oxalate ou le malate et les acides aminés comme
I’histidine et la proline. Ils peuvent avoir un role important dans la tolérance des plantes
aux metaux et dans la détoxification de ces eléments [114 ; 115 ; 116]. La majorité des
ions de cadmium est retenue dans les racines, et de petites quantités sont transportées vers

les parties aériennes [117].
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2.5.2. Chélation, Séquestration

Les voies de séquestration de Cd dans la racine des plantes jouent un réle en
déterminant la vitesse de translocation vers les parties aériennes. Apres ’entrée dans le
cytosol, le cadmium, qui a une forte affinité pour les thiolates, est en grande partie chélate
par le glutathion ou par des peptides dérivés du glutathion : les phytochélatines mais aussi
par des acides organiques comme le citrate. Les phytochélatines sont synthétisées en
réponse a I’exposition a différents ions métalliques et le cadmium en est le plus puissant
activateur [94]. Le complexe Cd-phytochélatines, formé dans le cytosol, serait transporté
dans la vacuole par un transporteur. Le cadmium libre pouvant également étre transporté
dans la vacuole. Dans le cytosol, la formation d’un complexe entre le cadmium et le
glutathion, permet le transfert du cadmium libre dans le xyleme grdce a une pompe
d’efflux. Un efflux du complexe entier cadmium-phytochélatine a partir du parenchyme du

xyléme est possible [94].
2.5.3 Translocation

Apres son efflux dans le xyléme, le cadmium, libre et lié aux phytochélatines, est
transporté vers les parties aériennes de la plante par la seve [118 ; 119]. Dans les plantes
normales, la teneur en Cd des feuilles est comprise entre 0,1-3 pg/g, chez les plantes qui
I’excluent, elle est de 0,03 pg/g et chez les plantes accumulatrices, de 20 pg/g (Reeves et
Baker, 2000). En général, la teneur en cadmium des plantes diminue dans 1’ordre suivant :

racines > tiges > feuilles > fruits > graines [120].
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1. Matériel végétal et conditions de culture
La plante utilisée dans ce travail est I’espéce Lens culinaris (lentilles).

1.1.Préparation des pots

La mesure du volume du premier arrosage a été testée sur le premier pot de culture.
Sous le pot rempli de tourbe, est placé un bécher afin de récupérer le volume d’eau qui va
s’écouler. Le volume du premier arrosage correspond au quart du volume que le sol absorbe
pendant 48h. Pour cela, sur 200 ml d’eau utilisée pour 1’arrosage, 80 ml se sont écoulés.
Apres 48 h, un autre volume de 40 ml s’est écoulé. Ainsi, le volume de 20 ml est retenu pour

le premier arrosage des autres pots.
Le poids de la tourbe utilisée dans chaque pot est 50 g.

1.2. Préparation des graines

Les graines de Lens culinaris ont été triées et désinfectées a 1’hypochloride de sodium
(eau de javel) a 0,2 % les lentilles sont mis dans la solution de 100 ml sous agitation pendent
5 minutes, puis rincées abondamment a I’eau distillée jusqu'a se débarrasser de 1’eau de javel.
L’opération est répétée 10 fois.

Pour la germination des graines, 2 séries de pots ont été préparés ; chaque série
contient 6 pots. La premiére servira pour le dosage de 1’activité des enzymes antioxydantes et

la deuxieme pour suivre la croissance des plantes: longueur des parties racinaires et

aériennes.

Dans chaque pot, 20 graines de lentilles sont placées entre deux couches de sol (de la

tourbe). La couche supérieure est ajustée a environ 2 cm au-dessus des graines.
2. Traitement par le cadmium

1°" essai : Cing solutions de Cd (10 uM ,25 puM, 50 pM, 100 pM, 200 uM) sont
préparées a partir d’une solution de 500 uM de CdCl;; elles seront utilisées pour le premier

arrosage des semences. Le pH de la tourbe est neutre dans ce cas la .

Les graines sont mises a germer dans des conditions environnementales ambiantes du
mois de Mars, a ’air libre. L’arrosage se poursuit 2 une moyenne del0 ml par jour par de

I’eau distillée.
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2° essai : La solution mére est préparée a 5000 uM de CdCl, et les dilutions a 500
MM, 1000 uM et 2500 pM. Dans ce cas, 4 pots ont été préparés, un pour le contrdle et les trois
concentrations de cadmium. Dans chaque pot sont semés 30 graines de lentille.

3. Extraction

3.1. Broyage

Les feuilles et les racines des plantes congelées dans 1’azote liquide, sont broyées a
I’aide d’un mortier. Les broyats sont conservés dans des boites de Pétri au congélateur

jusqu’a utilisation.

La solution d’extraction est préparée avec du tampon phosphate 0,1M a pH 7,5
additionné de 0,1 % de Triton X100 etde 1 % de PVP. Pour 0,5 g du broyat, on ajoute 3

ml de solution.
3.2. Extraction proprement dite

Pour chaque plante, on a préparé deux tubes secs, un pour le broyat des racines et le 2°
pour le broyat de la partie aérienne. A ’intérieur de chaque tube, on a mis 3 ml de la solution

d’extraction et on a effectué une agitation au vortex.

Les tubes sont laissés pendant une heure en agitant de temps en temps jusqu’a
solubilisation. L'homogénat est ensuite centrifugé a 4 °C pendant 15 min a 8 000.g, chaque

ml de surnageant est récupéré dans des eppendorfs pour étre utilisés pour les dosages.
4. Dosage des enzymes antioxydantes et des protéines

4.2. La catalase (CAT)

Le dosage de la catalase est effectué selon la méthode de Chance and Maehly (1955) ,
[121]. La décomposition du peroxyde d’hydrogéne est déterminée par la diminution de

I’absorbance a 240 nm (¢=39.4 mM—1 cm—1).

Le mélange réactionnel contient 2,9 ml de 0,1 M tampon phosphate pH 7,0 et 0,1 ml de
20 mM du peroxyde d’hydrogéne. La lecture est effectuée a 240 nm directement apres

I’addition de I’extrait enzymatique, a chaque minute, durant 2 ou 3 mn au maximum.
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Calcule de ’activité de la CAT :
ADS X V a1 / € X V Echantillon = resultant

Act spécifique = Resultant / [P]

4.3. La peroxydase (POD)

Le dosage de la peroxydase est effectué selon la méthode de Chance and Machly
(1967), [122]. Le purpurogalline formé entre 1’H,O; et le pyrogallol par 1’action de la

peroxydase, est déterminé par la mesure de I’absorbance a 420 nm contre un blanc.

0,5 ml de I’extrait enzymatique est ajouté au mélange réactionnel contenant 2 ml de
tampon phosphate 0,1 M, pH 6,8, 1 ml de pyrogallol 0,01M et 1ml H,O, 0,05 M. Le
mélange est incubé a 25° pendant 5 mn. La réaction est arrétée par I’addition de 1 ml de 2,5 N

H2SO..

Le blanc est préparé par 1’addition de I’extrait enzymatique apres H,SO4 et Dactivité

enzymatique est exprimée en unité, soit 0,1 absorbance mn™ mg™ de protéine.
Calcule de I’activité spécifique de la POD :
Abs= Abs Echantillon — Abs Blanc
0,1 Unité = Abs/0,1

Act specifique = 0,1 Unité / [P]

4.4. Dosage des protéines

Les concentrations de protéines sont quantifiées selon la méthode de Lowry et al.,
(1951). Le principe de cette méthode est basé sur la liaison du réactif de Folin-Ciocalteu de
couleur verte avec les liaisons peptidiques des protéines, conduisant a la formation d’un
complexe coloré bleu foncé dont on mesurera 1’absorbance a 750 nm en utilisant la BSA

comme protéine étalon.
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Courbe d'étalonnage de la BSA
1,2 vy =0,9798x
R%=0,9888
1
0,8
Qo6
0,4 L 2
0,2 4
0 /
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentration mg/ml

5. Analyse des résultats

Les résultats des activités enzymatiques de la catalase et la peroxydase ont été traité
par GraphPAD.
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3. Résultats et discussion
3.1. Effet du Cd sur la croissance des plantules
3.1.1. Résultats du premier essai

Les résultats de la croissance de la plante Lens culinaris aprés 3, 7 et 29 jours en fonction

des concentrations de Cd de 10 a 200 uM et a pH neutre sont présentés dans la figure 2.
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Figure 2- Effet du Cd sur le phénotype des plantules de Lens culinaris (lentilles) apres 3,
7 et 29 jours
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Les résultats de la fig. 2 ne montrent aucune différence de phénotype des plantules ; ce
qui indique que les concentrations utilisées n’ont entrainé aucun effet sur la croissance de la
plante. Cela s’explique probablement par une non-absorption du Cd par la plante due a la
nature du sol. Ces résultats différent de ceux obtenus par Cosio en 2005 [113] et Clemens en
2006 [94] qui ont travaillé sur terrain, contrairement a nos essais réalisés en pots avec de la

tourbe.
3.1.2. Résultats du deuxiéme essai

Etant donné que les concentrations de Cd de 10 a 200 uM (premier essai) n’ont donné
aucun effet sur la croissance de la plante Lens culinaris, nous avons augmenté les

concentrations du deuxiéme essai & 500-2500 pM (figure 3).

Malgré les fortes concentrations de Cd utilisées, on ne remarque toujours aucun effet

du métal sur la croissance de la plante aprés 7 jours.
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Figure 3- Moyenne de la croissance des parties aériennes a pH neutre apres

7jours

D’apreés la littérature, 1’effet des métaux sur la croissance des plantes nécessite un pH
du sol adéquat [123]. Aprés une semaine et un ajustement du pH a 4,5, nous avons observe
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une plus forte croissance de la plante par rapport au contréle jusqu’a 1000 uM, au-dela de
cette concentration, la croissance diminue (figure 4). Cela indique les effets variables de Cd
sur la plante selon sa concentration dans le sol.
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Figure 4- Moyenne de la croissance des parties aériennes arrosées a I’eau distillée a pH
4.5 pendant 7jours
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pH= 4.5

Figure 5- Effet du Cd sur de la croissance des plantules aprés 7jours et a pH=4.5

Plusieurs chercheurs ont en effet montré que les faibles valeurs de pH favorisent
I’accumulation de Cd dans les tissus végétaux [123 ; 124 ; 125]. Tudoreanu et Phillips (2004)
ont méme montré ’existence d’une relation linéaire entre le pH du sol et 1’absorption du
cadmium. Par conséquent, le Cd a été apparemment absorbé devient un oligoélément vu qu’il
y’avait une augmentation de la croissance jusqu’a 1000 puM ou la croissance atteint son

maximum.

Les faibles concentrations de Cd dans le milieu stimulent la croissance de plusieurs
plantes [126; 127] par hyperpolarisation de la membrane cytoplasmique a la surface racinaire,

augmentant ainsi le potentiel transmembranaire qui présente une source d’énergie [128].

Aux fortes concentrations de Cd, la croissance des plantules est réduite a cause d’une
affection de la croissance au niveau des deux partie de la plante, racinaire et aérienne [129].
De nombreux travaux font état d’une inhibition de la croissance aprés traitement par le
cadmium de plantes variées telles que 1’haricot [130], le saule et le peuplier [131 ; 93], le riz
[91 ; 132], le tournesol [133] et des plantes du genre Brassica comme le colza [134] et la

moutarde indienne [135].
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En conclusion, les résultats des deux essais montrent les différents effets du cadmium du
sol sur la croissance des plantes. En effet, ce métalloide est considéré comme 1’un des
éléments phytotoxiques [136]. Sa toxicité représente un grand probléme
agricole dans le sol [137] en  raison de sa grande solubilité  dans 1’eau et sa
forte mobilité dans le systéeme sol-plante [138]. Cd peut étre absorbé par les racines de

la plante via la voie apoplastique de la cellule et peut facilement entrer dans son corps.
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3.2. Effet du Cd sur le systeme antioxydant
La réponse des enzymes antioxydantes a un stress oxydatif provoqué par un métal aide a
soulager les dommages cellulaires en limitant les ROS [139].
3.2.1 Effet du Cd sur Pactivité de la péroxydase

L effet de la concentration de Cd sur les activités de la péroxydase (POD) sont présentés

dans la figure 5.
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Figure 6- Effet du Cd sur ’activité du POD

La figure 6 montre que I’activité de la POD augmente avec 1’augmentation de la
concentration du Cd dans les deux parties de Lens culinaris ; elle atteint son maximum a
1000 pM de Cd. Aux plus fortes concentrations du Cd, spécialement a 2500 pM, ’activité

diminue dans la partie aérienne. La dimintion dans la partie racinaire est moins importante,

La diminution de I’activité de la POD pourrait indiquer ’effet toxique de Cd. Elle
peut s’expliquer par 1’élimination de H,O, par les racines, d’ou la faible activité dans les
feuilles. Elle peut étre également due a la production excessive de H,O, qui devient un

inhibiteur de la POD et qui provoque donc la diminution de son activité [140].
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La diminution de I’activit¢ de la POD a fortes concentrations de Cd a été aussi
observée dans les racines des deux cultivars de peuplier [141] et la plante Hibiscus
cannabinus L [142].

Plusieurs auteurs ont observé soit une augmentation de I’activité de la POD, soit sa
diminution chez les plantes stressées par Cd [143; 144]. Son augmentation a été observee
chez certains cultivars de Hibiscus cannabinus L [142] , du peuplier [141] et de Dittrichia

viscosa [145].

La POD est une enzyme antioxydante importante dans les plantes, elle participe a
plusieurs processus biologiques tels que le développement cellulaire, la lignification, la

biosynthése d’éthylene, la défense contre le stress, etc [139].

Le cadmium, comme les autres métaux lourds, provoque la génération de H,0, soit
directement, soit indirectement par 1’activité de la SOD et ’activation de la POD est la

conséquence de I’élimination de H,O, comme réaction de défense [145]

3.2.2. Effet d Cd sur Pactivité de la CAT

Les résultats de 1’activité de la catalase (CAT) sont présentés dans la figure 7. Ils
montrent la présence d’une activité dans les feuilles du contrdle de Lens culinaris, alors que
cette activité est presque absente dans les racines. Apres traitement avec le Cd, on constate la
diminution de I’activité du CAT dans les feuilles alors qu’elle augmente dans les racines, cette

activité atteint une valeur maximale a 1000 uM dans la partie aerienne.
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Figure 7- Effet di Cd sur P’activité de la CAT

La catalase est I’enzyme oxydoréductase la plus universelle
qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogene eneau et dioxygene. Elle est requise
pour la désintoxication des ROS dans les plantes [139]. La présence d’une activité catalase
dans les feuilles de lentille avant traitement en Cd peut s’expliquer par la présence de
I’enzyme dans le peroxysome pour éliminer le peroxyde d’hydrogéne qui se forme lors du

cycle photorespiratoire suite a 1’action de la glycolate oxydase [146].

La diminution de CAT dans le feuilles apres un traitement par de faibles
concentrations de Cd peut s’expliquer soit par une inhibition de I’enzyme par le métal, soit
par I’élimination des ROS dans les racines. Ces résultats sont similaires a ceux de LI Feng-
Tao (2013) [142] qui ont montré que l'activité de la CAT dans les feuilles des deux plantes
étudiées a diminué dans tous les traitements de Cd en comparaison avec le contrdle ; dans les

racines la CAT a par contre été stimulée.

L’activité maximale de la CAT obtenue a 1000 uM de Cd, peut étre due a la forte
production des ROS ; dans ce cas, la CAT a été bien stimulee par le Cd qui est donc un
inducteur efficace du stress oxydant [147 ; 148]. Ces résultats concordent avec ceux constatés
par Jin et al. (2008) [149] ou lactivitt de CATa été significativement stimulée

dans les feuilles de Sedum alfredi et avec ceux de Vitoria et al. (2001) [150] qui ont trouveé
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que Cd induisait I’augmentation de 1’activité de la CAT dans les tissus de radis. L’étude de
Amin Mohamed et al. (2012) [151] montre au contraire une diminution de 1’activité de la

CAT chez Brassica juncea stréssé par le Cd.

L’activité de la CAT régresse lorsque la concentration de Cd est trés forte, ce qui
suppose une accumulation de concentrations importantes de Cd dans le systéme racinaire
soient qui serait responsables d’une inhibition du systéme anti-oxydant [152]. Ces résultats
sont similaires a ceux rapportés par certains auteurs qui indiquent que l'activité de la
CAT diminue souvent apres une exposition a des concentrations élevées de Cd [153]. C’est
ainsi qu’une réduction de ’activité du CAT a été observé en réponse du Cd chez B. juncea par
Ahmad et al. (2011) [106], Markovska et al. (2009) [154] et chez B. napus par Meng et al.
(2009) [155].

Par ailleurs, nos résultats montre ne quasi absence de 1’activité du CAT dans la partie
racinaire du contréle, ce qui serait dii a 1’absence de radicaux libres ou tout autre stress

oxydatif.

On observe que le traitement par le Cd stimule I’activité enzymatique de la CAT aux
concentration les plus faibles jusqu’au 1000 uM ou elle atteint le maximum. Cela est di a la
production des ROS suite au stress oxydatif induit par le Cd. Ces résultats sont similaires a
ceux obtenus chez Lycopersicon esculentum L par Hana Shartai et al. (2012) [156] et chez la
plante Fuhong 991 d’Hibiscus cannabinus L par LI Feng-Tao et al. (2013) [142] qui ont

trouvé que Cd provoquait I’activation de la CAT dans les racines.

L’activité du CAT régresse lorsque la concentration de Cd est trés forte, ce qui indique
I’effet inhibiteur du Cd et une forte production des ROS. Chez Fuhong 991, I’activité culmine
a certaines concentrations puis elle diminue dans les racines [142] aussi chez les racines de
tomates (Lycopersicon esculentum L) ils ont observés que I’activité du CAT augmente avec
le traitement en Cd et aux fortes concentrations de ce dernier elle diminue ce qui est similaire

a nos résultats.
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La catalase est une enzyme contenue dans les peroxysomes et dans le cytosol, d’ou sa
forte activité dans les feuilles ou elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et
en oxygéne moléculaire. Elle a le méme role que la POD qui nécessite la présence d’un

substrat particulier, alors que la CAT n’en n’a pas besoin.

En comparant I’activité de la CAT et I’activité du POD, on constate que H,0, a été
beaucoup plus éliminé et converti en H,O par la POD qui a montré de fortes activités dans les
feuilles et les racines de tous les traitements du Cd. On déduit que le H,0, a plus d’affinité
pour la POD que pour la CAT [157].

33



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Le cadmium (Cd) est un metalloide présent dans les sols pollués ; il peut étre transféré

rapidement vers les plantes ou il peut étre soit accumulé, soit étre hautement toxique.

Ce travail a pour but de mesurer I’effet de Cd dans le sol sur la croissance et le stress
oxydatif d’une plante cultivée en pots (la lentille ou Lens culinaris). La contamination par une
solution du Cd a différentes concentrations a entrainé une stimulation de la croissance jusqu’a
un niveau donné de concentration, puis diminution de la croissance au-dela de cette
concentration. Cela indique qu’a faible concentration, le métalloide agit comme un oligo-
¢léments et qu’a forte concentration, il devient toxique. Dans ce cas, le métal induit la
génération des espéces réactives (les ROS) et provoque un stress oxydant qui conduit a la
stimulation des systemes de défense de la plante, particulierement le systeme enzymatique

antioxydant, dans ce cas les activités de la catalase (CAT) et de la peroxydase (POD).

L’addition de Cd dans le sol utilisé pour les tests de culture a stimulé 1’activité des
deux enzymes ; cette réponse montre une tolérance de Lens culinaris au Cd, mais a la plus
forte concentration utilisée (2500 uM), les deux enzymes sont inhibées. Cela signifie qu’il y a

eu production d’un niveau élevé de ROS qui vont inhiber les enzymes antioxydantes.

Ces réactions peuvent se produire également chez ’homme ou la contamination par
les métaux est essentiellement d’origine alimentaire ou par 1’eau. Dans ce cas, le cadmium
s’accumule préférentiellement dans les reins et peut entrainer une atteinte rénale (néphrite)
qui peut évoluer jusqu'a I’insuffisance rénale. Cd est également un cancérogene reconnu chez
I’homme, il doit étre considéré comme le plus préoccupant pour la santé parmi les métaux

lourds.

Les plantes peuvent ainsi étre utilisées comme biomarqueurs de la pollution de
I’environnement. En perspective, il serait intéressant d’étudier 1’effet des métaux sur les
habitants des zones pollués. Pour cela, des tests préalables sur les plantes seraient suivis par
une ¢évaluation de I’effet de cette pollution sur la santé et la mesure les activités des enzymes

antioxydantes de ces personnes.
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Résumé

Ce travail vise a évaluer I’accumulation du cadmium (Cd) au niveau des organes de
jeunes plantules de Lens culinaris (lentilles), ainsi que son effet sur les activités enzymatiques
intervenant dans le systeme antioxydant : catalase (CAT) et la peroxydase (POD). Des graines
préalablement cultivées sur un sol de type tourbe ont subi un traitement par des concentrations
croissantes en CdCI12 (0, 500, 1000, 2500, uM) pendant 15 jours. Les résultats ont montré une
augmentation des activités spécifiques de CAT et POD des deux parties de la plante (racines
et feuilles) avec I'augmentation des concentrations de Cd. Le maximum est atteint a 1000 uM,
au-dela, les activités diminuent. Ces résultats montrent que Lens culinaris possede un haut
niveau de tolérance et a 1'accumulation de Cd. Le traitement de Cd modéré (500 a 1000 uM)
atténue le stress oxydatif dans la plante étudiée, tandis que I'addition de 2500 uM pourrait

causer une augmentation de la production de ROS.

Ce travail montre que les lentilles (Lens culinaris) sont équipées d'un mécanisme
antioxydant efficace contre le stress oxydatif induit par le cadmium jusqu’a la concentration
de 1000 uM et qui protége la machinerie photosynthétique de la plantes contre les dommages.
Cette plante pourrait servir de biomarqueur de la pollution des sols par les métaux et prévenir

de I’effet de ces derniers sur la santé de la population environnante.

Mots Clés : peroxydase, catalase



Abstract

This work aims to evaluate the accumulation of cadmium (Cd) in organs of young
seedlings of Lens culinaris (lenses) , as well as its effect on the enzyme activities involved in
the antioxidant system: catalase (CAT) and peroxidase (POD). Seeds grown on a peat soil
treated by increasing concentrations of CdCI2 (0, 500, 1000, 2500, uM) for 15 days. The
results showed an increase of the specific activities of CAT and POD of the two partsof the
plant (roots and leaves) with increasing Cd concentrations. The maximum is reached at 1000
uM, beyond, activities declined.These results demonstrate that Lens culinaris has a high level
of tolerance andaccumulation of Cd.The treatment of moderate Cd (500 to 1000 uM)
Attenuates oxidative stress in plants studied, while the addition of 2500 uM could cause an
increase in the production of ROS. The moderate treatment of Cd (500 to 1000 pM)
Attenuates oxidative stress in plants studied, while the addition of 2500 uM could cause an

increase in the production of ROS.

This work shows that the lentils (Lens -culinaris) are equipped with an
effectiveantioxidant mechanism against oxidative stress induced by cadmium up to a
concentration of 1000 puM, and protects the photosynthetic machinery of plants against
damage. This plant could serve as a biomarker of pollution of soils by metals and prevent the

effect of these on the health of the surrounding population.

Keywords: Peroxidase, Catalase, Oxidative Stress, Cadmium, Lens culinaris. , stress oxydant,
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Résume
Ce travail vise a évaluer I’accumulation du cadmium (Cd) au niveau des organes de jeunes

plantules de Lens culinaris (lentilles), ainsi que son effet sur les activités enzymatiques intervenant
dans le systéme antioxydant : catalase (CAT) et la peroxydase (POD). Des graines prealablement
cultivées sur un sol de type tourbe ont subi un traitement par des concentrations croissantes en CdCl,
(0, 500, 1000, 2500, uM) pendant 15 jours. Les résultats ont montré une augmentation des activités
specifiques de CAT et POD des deux parties de la plante (racines et feuilles) avec I'augmentation
des concentrations de Cd. Le maximum est atteint a 1000 uM, au-dela, les activités diminuent. Ces
résultats montrent que Lens culinaris posséde un haut niveau de tolérance et a I'accumulation de Cd.
Le traitement de Cd modéré (500 a 1000 pM) atténue le stress oxydatif dans la plante étudiée, tandis
que l'addition de 2500 pM pourrait causer une augmentation de la production de ROS.

Ce travail montre que les lentilles (Lens culinaris) sont équipées d'un mécanisme antioxydant
efficace contre le stress oxydatif induit par le cadmium jusqu’a la concentration de 1000 uM et qui
protége la machinerie photosynthétique de la plantes contre les dommages. Cette plante pourrait
servir de biomarqueur de la pollution des sols par les métaux et prévenir de I’effet de ces derniers sur

la santé de la population environnante.
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