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Résume

L’utilisation croissante de nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs ZnO) et leur rejet dans
I’environnement a créé le besoin d’évaluer leur impact sur la croissance et le développement
des plantes. Comprendre les effets des nanoparticules est crucial pour I'évaluation des potentiels
risques environnementaux pour la securité alimentaire et la santé humaine, car les plantes sont
a la fois fondamentales pour les écosystéemes et la principale source alimentaire de
I’Homme. L'objectif de cette étude est I’évaluation des effets toxiques des NPs ZnO sur la
germination des graines, la croissance des pousses (élongation racinaire et foliaire), les
paramétres physio-morphologiques (teneur en eau racinaire et foliaire et la teneur en
chlorophylle) et les parametres biochimiques, y compris la proline, les sucres totaux et la
malondialdéhyde (MDA). Les tests ont été menés sur trois espéces, le blé tendre (Triticum
aestivum L.), le colza (Brassica napus L.) et le cresson (Lepidium sativum L.), cultivées dans
des pots contenant du terreau artificiel contaminé par des NPs ZnO a des concentrations de 0,
0.035, 0.175, 0.875,4.375 et 21.875 g/kg de ZnO. Les résultats révelent que les nanoparticules
ZnO n’ont aucun effet sur la germination des graines. Seul le cresson a montré des taux élevés
de biomarqueurs de stress (MDA et proline) et de sucres totaux avec une corrélation dose-
réponse positive. Le colza a fourni des réponses similaires a celles du cresson a I’exception du
MDA qui n’est pas corrélé a la proline et aux sucres totaux, ainsi qu’a la teneur en eau des
feuilles et 1’élongation racinaire. Quant au blé tendre, les paramétres élongation racinaire, la
teneur en eau des racines, la proline et le malondialdehyde (MDA) ont été affectés mais la
réponse n'a pas affiché le schéma dose-réponse prévue. Les concentrations 0.175, 0.875, 4.375
et 21.875 g/kg ont provoqué des effets toxiques pour le cresson. Par contre pour le blé tendre
et le colza, seules les concentrations 4.375 et 21.875 g/kg, ont engendré des effets. La plus
faible concentration en NPs ZnO (0.035 g/kg) a provoqué une augmentation du taux de
chlorophylle pour le cresson et le colza puis une diminution significative du MDA pour le blé
tendre. Ainsi, via les parametres évalués, les trois especes végétales testées ont répondu

différemment a 1’exposition aux NPs ZnO.
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Abstract

The increasing use of zinc oxide nanoparticles (NPs ZnO) and their release into the environment
has created the need to assess their impact on plant growth and development. It is extremely
important to understand the effects of nanoparticles for assessing potential environmental risks
to food security and human health, because plants are fundamental to ecosystems and the
primary food source for humans. The objective of this study was the assessment of the toxic
effects of NPs ZnO on: seed germination, shoot growth (root and leaf elongation), physio-
morphological parameters (root and leaf water content and chlorophyll) and biochemical
parameters, including proline, total sugars and malondialdehyde (MDA). The tests were carried
out on three species, wheat (Triticum aestivum L.), rapeseed (Brassica napus L.) and cress
(Lepidium sativum L.), grown in pots containing artificial soil contaminated with NPs ZnO at
concentrations of 0, 0.035, 0.175, 0.875,4.375 and 21.875 g/kg ZnO. The results demonstrate
that ZnO nanoparticles have no effect on seed germination. Only cress showed high levels of
stress biomarkers (MDA and proline) and total sugars with a positive dose-response correlation.
Rapeseed provided similar responses to cress, except for malondialdehyde which did not
correlate with proline and total sugars, as well as leaf water content and root elongation. As for
wheat, the root elongation, root water content, proline and malondialdehyde parameters were
affected but the response did not show the expected dose-response pattern. The concentrations
0.175, 0.875, 4.375 and 21.875 g / kg caused toxic effects in cress. On the other side, wheat and
rapeseed, only the concentrations 4.375 and 21.875 g/kg produced effects. The lower
concentration of NPs ZnO (0.035 g/kg) caused an increase in the rate of chlorophyll for cress
and rapeseed, then a significant decrease in malondialdenyde for wheat. Thus, via the
parameters evaluated, the three plants species tested respond differently to exposure to NPs
ZnO0.
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Introduction

Introduction

La nanotechnologie est le domaine le plus innovant du 21° siécle. Des recherches
approfondies sont en cours pour commercialiser des nano-produits dans le monde entier en
raison de leurs propriétés uniques. Parmi les nanoparticules métalliques, les nanoparticules
d'oxyde de zinc (NPs ZnO) sont tres importantes en raison de leur vaste utilisation dans des
domaines différents tels que : la pharmacie, la médecine, les biocapteurs, I’alimentation, les
produits a utilisation personnel (vétements, cosmétiques) et 1’agriculture, car elles ont fait
I’objet de multiples études scientifiques telle que celles rapportées par : Lin et Xing, 2007 ;
Mousavi Kouhi et al., 2014 ; Xiang et al., 2015 ; Garcia-Gomez et al.,2018 et lona et
al.,2020 . Les NP ont été citées comme pouvant avoir le potentiel d'augmenter la productivité
de certaines cultures (Scott et Chen 2002, Batsmanova et al., 2013).

Le stress causé par des facteurs biotiques et abiotiques et l'utilisation a long terme de
pesticides et d'autres composes chimiques associés entrainent, tot ou tard, une réduction du
rendement et de la qualité des cultures (Kuhn et al., 2017 ; Qin et al., 2019). Par conséquent,
une grande attention est consacrée a la promotion d'activités agro technologiques appropriées
utilisant différentes méthodes de nanobiotechnologie pour assurer une agriculture durable
(Shukla et al., 2017 ; Jayarambabu et Rao, 2019). L'utilisation de la nanobiotechnologie
fournit une solution pratique a de nombreux problémes agricoles, comme l'aide a I'amélioration
de l'industrie agricole en augmentant I'efficacité des matieres premieres et en réduisant les
pertes conséquentes. De plus, les nanoparticules peuvent étre utilisées efficacement comme
support agrochimique pour un transport contrélé des nutriments afin d'augmenter le rendement
(Vermeulen et al., 2012 ; Shang et al., 2018).

Les nanoparticules manufacturées de différents oxydes métalliques sont rejetées
involontairement dans I'environnement pendant leur production, leur utilisation et leur
élimination, comme le traitement des eaux usees, le recyclage, l'incinération des déchets et la
mise en décharge (Keller et al., 2013). Elles peuvent jouer un role important pour favoriser la
croissance et le rendement des plantes, mais actuellement, les enquétes sur les effets
toxicologiques des nanoparticules continuent d'augmenter avec le temps et seules quelques
études ont été menées pour déterminer les effets des NPs ZnO sur les plantes (Lin et Xing,
2007 ; Lopez-Moreno et al., 2010).

Les plantes sont une composante fondamentale des ecosystemes par leur réle de producteurs
primaires et leur position incontournable dans la chaine alimentaire (Sharma et al., 2019). Les
plantes sont trés sensibles a la nanotoxicité car elles peuvent absorber et accumuler les

nanoparticules du sol, de I'eau et de l'air. Par conséquent, les plantes en tant qu'organisme
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modele sont recommandées comme systeme d'essai biologique de premier niveau pour définir
la toxicité possible de divers nanomatériaux (Ghosh et al., 2019). Le blé tendre (Triticum
aestivum) est la premiére céréale la plus importante a la consommation au monde ; le colza
(Brassica napus L.) est une matiere premiere pour I'alimentation humaine dans la production
de margarine et des huiles de cuisson ; le cresson (Lepidium sativum L.) a une importance a
I’'usage culinaire et médicinal (Gokavi et al., 2004), ces trois modeles de plantes sont utilisés
avec succes comme organisme modeéle pour les études écotoxicologiques. Cependant, un
nombre limité d'études a été menée sur les effets des nanoparticules a différentes concentrations
sur ces trois especes, a la suite d’une courte durée d'exposition.

C’est dans ce cadre que s’inscrit I’objectif de la présente étude qui porte sur la détermination
de I’effet de nanoparticules d’oxyde de zinc sur trois modeles végétaux (blé tendre, colza et
cresson). Nous nous proposons d’évaluer I’influence des concentrations croissantes de ces
nanoparticules sur certaines parametres biométriques, physio-morphologiques et biochimiques
de ces trois espéces.

Ce document est composé de quatre chapitres, dont le détail est donné ci-dessous :

Le premier chapitre est une synthese bibliographique ou la premiere partie présente des
notions générales sur les nanoparticules de ZnO et la deuxieme partie est consacrée a la
présentation générale des trois modeles végétaux, notamment leurs origines et leurs utilisations
dans le domaine des études ecotoxicologiques.

Le deuxieme chapitre est un exposé de la démarche scientifiqgue adoptée (matériel et
méthodes) ou sont décrit les outils et les protocoles expérimentaux utilisés (méthodes
analytiques et bio essais) pour atteindre les objectifs fixés.

Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation et I’illustration des résultats obtenus via
la démarche expérimentale.

Puis, le quatrieme chapitre est dédié a la discussion des résultats obtenus.

Enfin, une conclusion générale est consacrée a un bilan global des différents observations
recueillies lors de cette étude et a proposer des perspectives de travail basées sur nos résultats
en tenant compte des éventuelles limites des différentes expériences réalisées pour assurer la

continuité du sujet abordé.
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I.1 Généralité sur les Nanoparticules de ZnO

1.1.1 Définition de nanoparticules NPs

Une nanoparticule est une particule dont la taille est inférieure & 100 nm. La particularité
d’une nanoparticule réside dans le fait que la majorité des atomes qui la constitue se trouve en
surface. Les nanoparticules présentent donc des surfaces d’échanges (surface spécifique) tres
importantes, de plusieurs centaines de metres carrés par gramme de particule. Cette surface
d’échange confére aux nanoparticules des propriétés physiques et chimiques particulires
pouvant entrainer des effets biologiques propres, qui restent encore largement incompris, si
elles rentrent en contact avec le vivant. La réactivité de surface des nanoparticules augmente
inversement a la taille de la particule. Elle laisse prévoir que les NPs auront une activité
biologique plus importante, a masse comparable, que les particules plus grosses. Cela peut étre
favorable et étre utilisé dans des approches thérapeutiques comme transporteurs de
médicaments vu leur capacité a franchir les barrieres biologiques. Par contre cette propriété
peut s’avérer défavorable et engendrer une toxicité associée a leur capacité a générer un stress

oxydant et a se disperser dans 1’organisme (Oberdorster et al., 2005).

1.1.2 Caractéristiques de NPs ZnO

L’oxyde de zinc est un composé chimique d'oxygene et de zinc, corps ionique de formule
chimique ZnO a poids moléculaire (81,39 g/mol). Généralement il apparait comme une poudre
blanche. C’est un composé amphotére soluble dans les solutions acides et basiques, c'est-a-dire
il présente des propriétés a la fois acides et basiques. Il est, toutefois, plus facilement attaqué

en milieu acide fort qu'en milieu basique fort (FDS sigma Aldrich, 2006).

1.1.3 Origine et utilisation de NPs ZnO
Les NPs ZnO sont des nanoparticules manufacturées donc produites de facon intentionnelle

pour de multiples usages (Lanone et Boczkowski, 2010).

1.1.3.1 Industrie

Les NPs ZnO ont une large gamme d’utilisation dans 1’industrie agroalimentaire,
pharmaceutique, électronique, plastique, textile, matériaux de construction, etc...

La nanopoudre de ZnO est actuellement utilisée dans des produits tels que les plastiques, la

céramique, le verre, le ciment, le caoutchouc, les lubrifiants, les peintures, les pigments, les
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aliments (source de Zn nutritif), les batteries, les produits ignifuges, etc...De plus, les NPs de
ZnO sont des constituants courants des soins personnels, y compris les cosmétiques et les écrans
solaires en raison de leur excellente absorption des UV et de leurs propriétés réfléchissantes
(Borm et al., 2006a). La production mondiale de NPs pour les seuls produits de protection
solaire, composés principalement de particules de TiOz et de ZnO, a été estimée a environ 1000
tonnes en 2003 et 2004 (Borm et al., 2006a). La consommation mondiale de NPs serait passée
de 225 060 tonnes en 2014 & prés de 584 984 tonnes en 2019, soit un taux de croissance annuel
de 21,1 % (Vale et al., 2016).

La NP ZnO est considérée comme la troisieme nanoparticule qui est largement utilisée avec
une estimation de la production mondiale totale d'environ 550 et 33 400 tonnes par an (Peng et
al., 2017). Ses propriétés antibactériennes et antifongiques favorisent le recours a son utilisation
dans la fabrication de textiles, de matériel médical, d’additifs ou d’emballages alimentaires
(Song et al., 2010).

La NP ZnO est un oxyde métallique, qui est beaucoup plus stable et a une durée de vie plus
longue que les désinfectants a base organique ou les agents antimicrobiens. Cet aspect est
particulierement important pour des conditions difficiles telles que des températures élevées
et/ou les pressions qui se produisent pendant la fabrication des produits, le stockage et le
transport (Zhang et al., 2010). Les avantages de l'utilisation de ces oxydes inorganiques de
nanoparticules comme agents antimicrobiens sont leur grande efficacité sur les souches
résistantes d'origine pathologique, leur faible toxicité, leur résistance a la chaleur et leur bonne

biocompatibilité avec les cellules humaines (Emami et Chehrazi, 2011).

1.1.3.2 Agriculture

La nanotechnologie occupe une place prépondérante dans la transformation de I'agriculture
et de la production alimentaire. La nanotechnologie a un grand potentiel pour modifier les
pratiques agricoles conventionnelles.

Les nanoparticules d'oxyde de zinc, en solution colloidale, sont utilisées comme engrais. Ce
type de nano-fertilisant joue un rdle important en agriculture. Le nano-fertilisant est un
nutriment pour les plantes qui est plus qu'un engrais, car il fournit non seulement des nutriments
a la plante, mais ravive également le sol a un état organique sans qu’il soit nocif comme les
engrais chimiques. L'un des avantages des nano-fertilisants est qu'ils peuvent étre utilisés en
trés petites quantités. Un arbre adulte ne nécessite que 40 a 50 kg d'engrais alors qu'une quantité

de 150 kg serait nécessaire pour les engrais ordinaires. Les nano-poudres peuvent également
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étre utilisées avec succés comme engrais et pesticides (Selivanov et Zorin, 2001 ; Raikova et
al., 2006).

Les NP ZnO ont le potentiel d'augmenter le rendement et la croissance des cultures vivrieres.
Le rendement des plants de blé issus de graines traitées avec des nanoparticules métalliques a
augmenté en moyenne de 20 a 25 % (Batsmanova et al., 2013). Les graines d'arachide ont été
traitées avec différentes concentrations de nanoparticules d'oxyde de zinc. Un traitement a
I'échelle nanométrique au ZnO (taille moyenne des particules de 25 nm) a une concentration de
1000 ppm a favorisé la germination des graines, la vigueur des semis et la croissance des
plantes. Les NP ZnO se sont avérées efficaces pour augmenter la croissance des tiges et des

racines des arachides (Prasad et al., 2012).

I.1.4 Caractérisation de la nanostructure de ZnO

Les NP ZnO sont caractérisées et leurs présences confirmées dans le milieu par les
techniques suivantes : la Diffraction des Rayons X (XRD), la Microscopie Electronique a
Transmission (TEM), la Microscopie Electronique a Balayage (MEB), la (Spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR), la Spectroscopie UV-Vis et la spectroscopie de

photoluminescence (Srivastava et al., 2013).

1.1.5 Dispersion des nanoparticules dans I’environnement

Le relargage non contrdlé et non intentionnel de nanomatériaux manufacturés dans
I’environnement est désormais un fait établi. En effet, il peut se produire aussi bien lors de
I’utilisation par les consommateurs de produits contenant des NPs (par exemple vétements,
produits cosmétiques...), qu’au cours du cycle de vie des NPs ou des produits les contenant,
depuis leur production jusqu’au traitement des déchets correspondants. Les nanomatériaux
peuvent ainsi contaminer les flux industriels et les eaux de traitement des déchets, 1’atmosphére
via les gaz d’incinération, et les sols, a I’issue du dépot des €léments contenus dans ces gaz ou
au contact des eaux contaminées (Gottschalk et Nowack, 2011).

Certains produits manufacturés, tels que les vétements, pourraient libérer des NPs dans
I’environnement, susceptibles de contaminer les sols et I’eau (Gottschalk et Nowack, 2011),
ce qui souleve des questions supplémentaires quant a 1’ingestion par ’Homme d’especes
animales ou végétales issues des environnements contamingés, qui pourraient constituer une
source d’exposition indirecte (Gaiser et al., 2009). Les boues d'épuration ajoutées aux sols

peuvent étre une autre source importante de NP (Kah et al., 2018).
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Keller et al. (2014) a rapporté que les sols peuvent recevoir de 3,1 a 9,3 mille tonnes de
nano-ZnO, ainsi que 36 tonnes de oxydes nano-Cu. Les NPs ZnO ont aussi été utilisees dans
des processus de dépollution pour éliminer le Cd (I1) des solutions aqueuses. Une élimination
élevée (92 %) du Cd (1) a été obtenue grace a une solution de 200 mg/l de concentration initiale
de NP ZnO (Srivastava et al., 2013).

1.1.6 Mode et voie d’exposition au NPs

Le comportement et les effets des nanoparticules dans 1’organisme dépendent de la forme a
laguelle celui-ci est exposé d’une part, et d’autre part de la voie de pénétration des NPs, ces
deux aspects étant étroitement lies. En effet, les NPs peuvent se présenter sous la forme de
particules libres dans I’air, susceptibles de pénétrer préférentiellement les voies respiratoires.
En revanche, intégrées a la composition de produits manufacturés (cosmétiques, produits de
pharmaceutiques ou d’alimentation...), ou employées a des fins biomédicales (imagerie,
vectorisation de médicaments...), elles se présentent sous forme solide, gélifiée ou liquide,
impactant alors directement la peau ou les voies digestives (Casals et al., 2008). D’autres
études ont montré également que certaines les NPs sont capables de traverser la barriere
placentaire, induisant ainsi un risque d’altération du développement feetal (Kulvietis et al.,
2011).

1.1.7 Toxicité de NPs ZnO

Des études montrent que les NPs ZnO peuvent tout d’abord affecter la forme et la structure
des cellules, et causer notamment des dommages membranaires de fagon plus marquée que
d’autres NPs d’oxydes métalliques telles que TiO2, Al.O3 ou Fe3O4 (Jeng et Swanson, 2006).
D’autres études montrent ¢galement que la toxicité de NP ZnO est associ¢e a des dommages a
I’ADN et aux mitochondries, ainsi qu’a un état de stress oxydant accompagne de la production
accrue des especes réactives de I’oxygeéne (ROS) par les cellules (Hackenberg et al., 2011).

La poussiére ou les fumées d'oxyde de zinc peuvent irriter les voies respiratoires.
L'exposition a des niveaux élevés de poussiére ou de fumée peut provoquer un godt métallique,
une soif marquée, de la toux, de la fatigue, de la faiblesse, des douleurs musculaires et nausées
suivies de fievre et de frissons. Une surexposition grave peut entrainer une bronchite ou
pneumonie avec une teinte bleutée de la peau. De méme un contact prolongé avec la peau peut
produire une dermatite severe appelée variole oxydée. Une exposition prolongée ou répétée
peut provoquer des anomalies réversibles des enzymes hépatiques et des Diarrhées (FDS sigma
Aldrich, 2006).
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Des fortes concentrations en particules fines (de taille est inférieure a 2,5 nm) ont un impact,
a court terme, sur I’état de santé concernant en particulier les problémes respiratoires et
cardiovasculaires ; I’exposition a de fortes concentrations en particules fines peut conduire a

une réduction de 1’espérance de vie (Grara et al., 2015).

1.1.8 Ecotoxicité de NP ZnO

La nano-écotoxicologie se développe beaucoup moins rapidement, et peu de données
concernent encore I’impact des NPs manufacturées sur 1’environnement et les écosystemes
(Kahru et Savolainen, 2010 ; Mehennaoui, 2017).

Parmi les effets étudiés, on retrouve des changements de comportement chez les mammiferes
(De Souza et al., 2018), des effets mutagenes et cytotoxiques sur les reptiles (Aradjo et al.,
2019) et les oiseaux (Vieira et al., 2019), impact sur le taux de croissance et de survie des
amphibiens (Nations et al., 2011; Al Mahrouqi et al., 2018), ainsi que l'induction du stress
oxydatif (Kaya et al., 2015) et I’effet des NPs et plus particuliérement des NP d’argent sur les
amphipodes (Gammarus fossarum) d’eau douce (Mehennaoui et al., 2016).

Chez les poissons, un dysfonctionnement rénal et hépatique (Chupani et al., 2018), et des
dommages histopathologiques et génotoxiques (Shahzad et al., 2019) sont constatés. Des effets
indésirables dose-dépendants du NP ZnO sur les embryons de poissons zébres (Danio rerio) et
les éleuthéro-embryons ont été décrits par Brun et al. (2014), entrainant des réactions
d'éclosion et d'inflammation (Yu et al., 2011 ; Xia et al., 2011).

Hao et Chen (2012) signalent une augmentation significative des niveaux de la
peroxydation des lipides (LPO) et une diminution de I'activité du glutathion réduit (GSH) dans
les branchies, le foie et le cerveau des carpes a la suite d’une exposition de 14 jours a 50 mg/1
de NPs ZnO.

Les NPs ZnO peuvent établir des liaisons hydrogene et des échanges de ligands avec la paroi
cellulaire bactérienne, modifiant la structure de la protéine et par conséquent sa fonction (Jiang
et al., 2010), comme elle peut générer des ROS en raison de ses propriétés photo-catalytiques
(Suresh et al., 2015). Exposée a la lumiere UV, elle peut également subir une photo-corrosion
diminuant son activité photo-catalytique dans les suspensions aqueuses (Hariharan, 2006).

Chez les bivalves, la présence de NP ZnO a entrainé une augmentation de la peroxydation
des lipides (LPO) dans la glande digestive (Gagné et al., 2013). Des résultats similaires ont
également été observés chez les escargots (Fahmy et al., 2014), avec une diminution de la

teneur en glutathion réduit (GSH), une inhibition significative de l'activité superoxyde
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dismutase (SOD) et catalase (CAT) et une diminution de la concentration totale des protéines
(Alietal., 2012 ; Fahmy et al., 2014).

1.1.9 Facteurs influencant sur la toxicité et la biodisponibilité de NP ZnO

1.1.9.1 Taille des particules

Selon Borm et al. (2006b), les taux de dissolution des nanoparticules sont contrélés par le
coefficient de diffusion de la molécule de soluté, le volume de la solution, la surface des
particules et I'épaisseur de la sous-couche diffusive lorsque d'autres facteurs environnementaux
tels que le pH et la température sont fixes. Des taux de dissolution plus élevés seraient attendus
pour les nanoparticules de plus petite taille en raison de leur augmentation de la surface
specifique. Reed et al. (2012) soulignent I’augmentation significative de la solubilité avec la
taille décroissante de particule de ZnO ; de méme, l'augmentation de la superficie est une raison
importante pour induire des taux cinétiques de dissolution (fig.1) (Mudunkotuwa et al., 2012).
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Figure 1 : Dissolution de nanoparticules de ZnO (concentration [Zn?*] mesurée aprés 24 h)
en suspension aqueuse en fonction de la taille des particules.
Concentration initiale de ZnO =500 mg/l ; pH =7,5. (Mudunkotuwa et al., 2012)

1.1.9.2 pH du milieu
Le pH joue un réle important dans la dissolution des particules de ZnO (Yamabi et Imai,
2002). L’examen systématique de la cinétique de libération du Zn?* dans différents conditions
suggere que le pH influence significativement sur la dissolution du NP ZnO (Miao et al., 2010).
Comme pour la NP TiO, la NP ZnO peut également adsorber plusieurs éléments tels que As,
Al, Mo, Hg, Pb, Cu, Ni et Cd (Hua et al., 2012 ; Mahdavi et al., 2012 ; Sheela et al., 2012 ;

Gagné et al., 2013), modifiant leurs spéciations dans le milieu et donc leur biodisponibilité.
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Lorsqu'ils sont internalisés, ces complexes NP-métal peuvent subir une dissociation suivie d'une
dissolution des NP en raison des conditions acides du milieu intérieur, entrainant la libération
des xénobiotiques adsorbés et augmentant ainsi considérablement leur concentration dans les

tissus des organismes (Vale et al., 2016).

1.1.9.3 Température
La température peut également affecter la dissolution de NP ZnO. Une diminution constante
de la solubilité du ZnO a 37 °C par rapport a 20 °C a été signalée (Reed et al., 2012).

1.1.9.4 Matiére organique

L'influence de la matiére organique naturelle sur la dissolution du ZnO dépend de la structure
chimique spécifique de la matiére organique naturelle. La matiére organique peut améliorer la
dissolution du ZnO, en fournissant des agents chélatants pour les ions Zn?* ou inhiber la
dissolution par adsorption a la surface des particules et en bloguant l'interaction avec les

molécules d'eau (Hongbo et al., 2013).

1.1.9.5 Phosphate

Le phosphate est un autre composant qui peut avoir une influence significative sur la
dissolution du ZnO par précipitation et/ou transformation microstructurale (Hongbo et al.,
2013).

1.1.9.6 Eclairage

Quelques études ont documenté que la toxicité des NPs de ZnO était considérablement
augmentée sous la lumiere naturelle du soleil (Lipovsky et al., 2009) par rapport a I'éclairage
fluorescent ou sombre de laboratoire, bien que ces études n'étaient pas initialement axées sur la
phototoxicité des NPs de ZnO. La toxicité photo-induite a été démontrée pour la premiere fois
par Ma et al. (2011) qui ont rapporté que sous la lumiere naturelle du soleil, les NPs ZnO (60
et100 nm) ont causé la mortalité du nématode Caenorhabditis elegans dans les deux heures
avec une CLso a 2 h de 25 mg/l, alors que les mémes concentrations de NP ZnO n'ont induit
aucun effet indésirable en laboratoire en conditions d'éclairage ou d'obscurité. Cette
phototoxicité était étroitement liée a la génération photo catalytique de ROS par les NP.

Certaines NP de ZnO (c'est-a-dire celles dopées avec un « atome d'impureté ») se sont avérées
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étre photo-activées sous la lumiere visible et provoque des effets destructeurs sur les cellules
(Lipovsky et al., 2011) ou des bactéries (Sapkota et al., 2011).

1.1.10 Phytodisponibilité et bioaccumulation des nanoparticules

Les données disponibles sur I'effet des nanomatériaux sur la flore sont limitées (Bernhardt
et al., 2010). Cependant des travaux sur des vegetaux ont rapporté que les NPs peuvent étre
absorbées (Schwab et al. 2015), transportées (Wang et al., 2012) et concentrées dans les
vacuoles, les noyaux et les plasmodesmes (Schwab et al., 2015), modifiant ainsi les processus
physiologiques de la plante ainsi que sa croissance et son développement (Garcia-Sanchez et
al., 2015).

1.1.11 Mécanisme de défense des plantes contre le stress oxydatif

D’apres Kaya et al. (2015), les NPs ZnO engendrent un stress oxydatif aux végetaux et les
plantes photosynthétiques y sont plus exposées, en raison de leurs conditions oxygénées, de
I'abondance des photo sensibilisants et des acides gras polyinsaturés (AGPI) dans la membrane
plastidiale. En présence de lumiere, les chloroplastes et les peroxysomes sont la principale
source de production des espéces réactives de ’oxygene (ROS) (Parent et al., 2008).
L’augmentation des ROS expose la cellule au stress oxydatif provoquant la peroxydation

lipidique, la détérioration des macromolécules biologiques, le blocage des ions, etc... (Yadav,

2010).

Les especes réactives de I’oxygene, générées lors de 1’exposition aux métaux ou a d’autres
stress, peuvent réagir avec la plupart des constituants cellulaires en oxydant les lipides, les
protéines, I’ADN et d’autres molécules. Ils peuvent méme mener a la mort cellulaire (Garg et
Manchanda, 2009).

Pour pallier I'effet toxique du stress oxydatif, la plante active les antioxydants enzymatiques
(CAT, POX et SOD) et non enzymatiques (proline) (Sewelam et al., 2016). Ces enzymes sont
les éléments clés du mécanisme de défense (André et al., 2010).

10
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1.2 Présentation des Modéles végétaux
1.2.1 Blé tendre

1.2.1.1 Caractéristiques et origine de blé tendre

Le blé est une plante monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre
Triticum. Cette plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent qui est le caryopse. Le blé tendre
(Triticum aestivum L.) (fig. 2) et le blé dur (Triticum durum) sont les deux especes les plus
cultivées dans le monde.

Le blé tendre est apparu entre 5000 et 6000 ans avant jésus christ dans le croissant fertile
puis s’est dispersé a partir de la Gréce en Europe (Doussinault et al., 1992). C’est a partir de
cette zone que le blé a été diffusé vers 1'Afrique, 1'Asie et I’Europe. La route la plus ancienne
de diffusion des céréales vers les pays du Maghreb fut a partir de la péninsule italienne et de la
Sicile (Bonjean, 2001 in Boulal et al., 2007).

Figure 2 : plants et graines de blé tendre

1.2.1.2 Utilisations du blé tendre
1.2.1.2.1 Alimentation

La majorité des utilisations du blé tendre concerne 1’alimentation humaine et animale. Dans
I’alimentation humaine, le blé dur est destiné a la biscuiterie, la fabrication de semoule, ou de
pates. Le blé tendre quant a lui est utilisé principalement en meunerie pour obtenir de la farine

nécessaire a la production de pain, de viennoiseries ou de patisseries (Clément, 2010).

1.2.1.2.2 Industrie
Outre les utilisations classiques du blé, de nouvelles utilisations a échelle industrielle
apparaissent depuis quelques années telles que la fabrication de bioplastiques a base de gluten

ou d’amidon. Les principaux débouchés sont les sacs plastiques, les plastiques agricoles, les
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emballages et certains produits d’hygiéne. Ces bioplastiques ont ’avantage, par rapport a leurs
homologues d’origine fossile, d’étre biodégradables et renouvelables (Clément, 2010).

L’amidonnerie, troisiéme secteur valorisant le blé, utilise 1’amidon pour faire des
épaississants alimentaires. Par I’intermédiaire de la chimie, ’amidon a de multiples usages. Par
exemple dans I’industrie pharmaceutique, il est utilisé en tant que dragéifiant, liant ou encore
principe actif tel que le sorbitol. Dans de moindres proportions, I’amidon transformé peut étre
employé dans la fabrication de papier, de carton mais aussi de détergents. L’amidon du blé
tendre est également utilisé depuis plusieurs années comme matiere premiere pour la fabrication
de biocarburants (Clément, 2010).

1.2.1.2.3 Ecotoxicologie

Le blé tendre figure parmi la liste des espéces habituellement utilisées dans les essais sur
plantes (OCDE n° 208). Il est facilement cultivé et maintenu dans un laboratoire et il a été
utilisé dans des tests de toxicité pour étudier, par exemple, les effets toxiques de polluants tels
que le chlorimuronéthyle et le cadmium (Wang et Zhou, 2006).

Des études antérieures ont utilisé le blé tendre (Triticum aestivum L.) pour les tests car c'est
la principale céréale de base dans le nord de la Chine et plus précisément dans les vallées de
Wei et Fen, au Canada, aux Etats-Unis, en Russie et dans d’autres pays du monde. De plus, le
blé a été largement utilisé dans les tests d’écotoxicologie pour étudier les effets toxiques de
polluants tels que les produits de soins personnels et les métaux lourds (Wang et Zhou, 2005 ;
An et al., 2009).

1.2.1.3 Production et consommation du blé en Algérie
Le blé fait partie des trois céréales les plus cultivées dans le monde avec le riz et le mais. La
production mondiale de blé s’éleve a 690 Mt en 2008 (FAOstat).

Actuellement, I'Algérie est un grand importateur de blé et se trouve dépendante du marché
international. Cette situation risque de se prolonger encore pendant plusieurs années, faute de
rendements insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants devant une forte
évolution démographique (Chellali, 2007).

Le département américain de 1’agriculture (USDA) prévoit que la consommation de blé
de I’Algérie atteindra 10,7 a 11 millions de tonnes durant la saison 2020/2021, alors que la

production locale de blé diminuera de 5,1% a 3,75 millions de tonnes au cours de la méme
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période. La production algérienne de blé, au cours de la campagne 2019/2020, est estimée a
3,95 millions de tonnes, selon une analyse de juillet 2020 de I’'USDA (Arezki, 2021).

1.2.2 Colza
1.2.2.1 Caractéristiques et origine de colza

Le colza, Brassica napus L. (fig. 3) appartient a la sous-tribu Brassicinae, a la tribu
Brassiceae et a la famille des Brassicaceae (cruciféres), parfois appelée la famille de la
moutarde. B. napus a un feuillage vert bleuatre foncé, lisse ou présentant quelques poils épars
prés des marges, et partiellement enserrant. Les tiges sont bien ramifiées, bien que le degré de
ramification dépende de la variété et des conditions environnementales ; les branches prennent
naissance a l'aisselle des feuilles les plus hautes de la tige, et chacune se termine par une
inflorescence. Cette derniére est une grappe allongée, les fleurs sont jaunes, groupés au sommet
mais pas plus haut que les bourgeons terminaux, et s'ouvrent vers le haut a partir de la base du
raceme (Musil, 1950).

Figure 3 : plants et graines de colza

1.2.2.2 Utilisations du colza
1.2.2.2.1 Phytoremédiation

Le colza (Brassica napus L.) une plante idéale pour la phytoremédiation (Zhang et Song,
2018). Plusieurs genes, semblent intervenir dans la détoxification du Cd (Zhang et al., 2013,
2018b). D’apres Stephen et al. (1997) B. napus et B. rapa, ont montré une tendance similaire
d'accumuler un taux modéré de métaux lourds. Elles peuvent étre adaptées a une utilisation en

phytoremédiation a divers métaux tel que I’argent.
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1.2.2.2.2 Industrie

Le colza est une source importante d'huile végétale comestible, de fourrage végétal,
d’alimentation animale, d'engrais vert et de biodiesel (Zhang et Song, 2018). Les abeilles ne
sont pas les seules a profiter du colza et a I’utiliser pour leur production de miel. En raison de
sa composition particulierement riche en acides gras, le colza est également une matiére
premiere de choix pour lI'alimentation humaine dans la production de margarine, de mayonnaise
et d'huile de cuisson. Du point de vue physiologie nutritionnelle, I'huile de colza est I'une des
huiles de cuisson les plus commercialisées. L'industrie chimique utilise également le colza
comme matiere premiére. Grace a sa composition spéciale en acides gras, il convient comme

lubrifiant ou huile hydraulique dans le secteur des machines.

1.2.2.2.3 Ecotoxicologie
Le colza figure parmi la liste des especes habituellement utilisées dans les essais sur plantes
selon les normes OCDE n° 208 juin 2021, NF EN I1SO 9167 juin 2019.

1.2.3 Cresson
1.2.3.1 Caractéristiques et origine de cresson

Lepidium sativum L. (fig. 4) appelé communément le cresson alénois appartient a la famille
des Brassicacées, un proche parent des plantes du genre Brassica (moutarde, colza et chou),
originaire d'Egypte et d'Asie occidentale. Le cresson est une plante herbacée annuelle de 10 a
15 cm de hauteur et de levée trés rapide, en 2 jours. Les graines sont oblongues de couleur rouge
cuivré (fig.4). 1l fleurit de mai a juillet. Le cresson de jardin peut étre seme et récolté plusieurs
fois au cours de I'année, bien que janvier, février et novembre sont les mois les plus appropriés
de l'année pour semer le cresson alénois en climat méditerranéen (Tuncay et al., 2011). Le
cresson est largement cultivé dans les pays tempérés pour diverses usages culinaires et
médicinaux (Gokavi et al., 2004).

Figure 4 : plants et graines de cresson
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1.2.3.2 Utilisations du cresson
1.2.3.2.1 Alimentation et médecine

Lepidium sativum L. a usage culinaire et médicinal (Gokavi et al., 2004) est consommé
principalement en salades et soupe; il aurait d'importants effets biologiques tels que
cardiotonique, hypotensif, bronchiodilatateur, antimicrobien, antiprotozoaire, antibiotique et
hypoglycémiant (Sarikami et Yanmaz, 2011). En Asie du Sud, les graines de L. sativum sont
utilisees comme meédicament traditionnel pour traiter la bronchite, I'asthme et la toux. Elles sont
considérées comme un remede abortif, diurétique, expectorant, antibactérien, stimulant
gastrointestinal, gastro-protecteur. Elles sont appliquées aussi pour soulager la douleur et
I'enflure des articulations rhumatismales, dans le hoquet, la dysenterie, la diarrhée et les
maladies cutanées causées par les impuretés du sang. D’aprés Karazhiyan et al. (2011) chaque
partie de L.sativum est utilisée pour divers traitements des maladies: Les graines sont appliquées
dans une large gamme de fonctions biologiques et de maladies telles que la Iépre, les maladies
de la peau et comme diurétique. Les racines sont utilisées dans le traitement de la syphilis
secondaire et du ténesme. Les feuilles constituent un reméde antibactérien et un traitement du
scorbut et de I'hépatopathie.

Lepidium sativum L., plante riche en phyto-constituants comme les composés
phénoliques, la vitamine E et les terpénoides, peut étre utilisé comme un puissant antioxydant,
antilipidémique et un booster de la teneur totale en protéines (Kousar et al., 2011). Des
bonbons traditionnels destinés aux meres allaitantes sont préparés a partir des graines de L.
sativum (Doke et Guha, 2014).

1.2.3.2.2 Ecotoxicologie
Le Cresson réagit de facon sensible aux perturbations de substrat. Les tests sur le cresson
sont faciles a realiser et a interpréter ; ils sont généralement utilisés en test de phytotoxicité d un
composte (Fuchs et Gilles, 2018).
Lepidium sativum L. figure parmi la liste des especes préconisées pour l'étude de
I'inhibition de la germination (AFNOR X 31-201) et pour I'étude de I'émergence et de la
croissance des vegétaux superieurs (ISO 11269-2 mars 2012, OCDE n° 208 juin 2021)
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Il. Matériel et Méthodes

Les tests de germination, de I'émergence et de la croissance sont conduits dans un
phytotron au niveau du laboratoire Culture in vitro alors que les analyses biométriques, physio-
morphologiques et biochimiques sont effectuées au niveau du laboratoire Analyses

Environnementales du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt).

I1.1 préparation et méthodologie de semis (réalisation de I’essai)

I1.1.1 Substance d'essai
La substance chimique utilisée dans nos d’essais consiste en des nanoparticules d’oxyde
de zinc (ZnO) de marque Sigma-Aldrich (Germany), CAS N° 1314-13-2 dont la taille des

particules est inférieure a 100 nm.

11.1.2 Matériel végétal utilise
11.1.2.1 Critere de sélection de I'espéce de I'essai et des graines

Le choix des espéces et des graines devra tenir compte des caractéristiques décrites dans la
norme OCDE n° 208.

Le matériel végétal ayant fait 1’objet de cette étude sont des graines de blé tendre, de colza
et de cresson. Elles ont été choisies en raison de leur diversité taxonomique dans le régne
vegétal, leurs différences morphologiques, foliaires et racinaires, leurs valeur agricole et
économique.

Les semences ont été inspectées visuellement a 1’aide d’une loupe binoculaire pour trier les
graines saines de celles endommagées morphologiquement ou décolorées. Elles sont ainsi

choisies de taille similaire, et selon leur état sanitaire et la couleur du tégument.

Il. 1.2.2 Préparation des graines

Les graines sont trempées dans une solution d’hypochlorite de sodium (NaClO) a 2,5 %
pendant 15 minutes afin de les décontaminer de tous types de contaminants fongiques, puis
elles sont rincées abondamment a 1’eau de robinet puis a I'eau distillée. Les graines sont ensuite

conservées au réfrigerateur a 4°C pendant 24h pour lever tout état de dormance.

Il. 1.2.3 Vérification du pourvoir germinatif des graines
Avant d’entamer I’expérience de germination, le pouvoir germinatif des graines a été

vérifié comme suit : a raison de 3 répétitions, 10 graines ont été placées dans des boites de Pétri,
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imbibées a l'eau déminéralisée(fig.5) et maintenues dans une enceinte de germination a

I’obscurité, a une température de 23°C pendant 03 jours.

Figure 5 : Veérification du pouvoir germinatif des graines

I1.1.3 Substrat d’essai
Nos expériences sont menées dans des pots en plastique de 360 g sur un substrat artificiel,
le terreau commercial de marque « Terra Brill substrat professionnel ». 1l a été stérilisé au

préalable. Le terreau a été mélangé avec les NPs de ZnO a différentes concentrations.

11.1.4 Préparation des concentrations de NPs ZnO et semis des graines

Les nanoparticules de ZnO a différentes concentrations (tableau 1) sont ajoutées au substrat
sec puis bien mélangée jusqu’a disparition (figure 6). Le substrat est imbibé a I’eau du robinet
puis transféré dans des pots en plastique a fond perforé. Ces derniers sont, au préalable,
désinfectés a I’hypochlorite de sodium (NaClO) afin d’éliminer tous types de contaminants
fongiques, puis rincés plusieurs fois a ’eau du robinet.

Le nombre de graine a semer par pot est fixé en fonction de la taille des graines soit 30
graines blé tendre, 50 graines de colza et 100 graines de cresson a raison de 3 répétitions par
traitement (3 pots/traitement). Les pots sont placés dans des bacs d’irrigations pour assurer
I’apport en eau et éviter toute éventuelle précipitation de NPs ZnO.

L’essai est mené dans une salle d’acclimatation (figure 7) ou les conditions de cultures
contrdlées sont : photopériode 16 h, la température de 24°C + 2, humidité : 40 %.

NB : toutes ces étapes ont été répétées pour les parametres biométriques et physio
morphologiques, afin de pouvoir enlever la plante entiere (partie racinaire et foliaire) sans
engendrer un stress aux autres pieds des plantes.

17



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

Tableau 1 : Concentrations de NPs ZnO de ’essai

Traitement et codification | Concentrations en g ZnO/kg de terreau
T 0 (témoin)
C1 0.035
C2 0.175
C3 0.875
C4 4.375
C5 21.875

Figure 7 : Chambre d’acclimatation (marque Gaooze)
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11.1.5 Plan expérimental
L’essai est conduit selon un dispositif expérimental en blocs complétement aléatoires,

comportant 6 traitements. Chaque traitement est répété 3 fois (3 pots/traitement). Chaque série
de 3 pots recoit une concentration de NPs ZnO, désignées par T, C1, C2, C3, C4 et C5 soit 18
pots par type de graines. Les traitements appliqués sont :

- Traitement (T) : substrat sans apport de NPs ZnO (Témoin) ;

- Traitement (C1) : substrat avec un apport de 0.035 g NPs ZnO /Kg de terreau ;

- Traitement (C2) : substrat avec un apport de 0.1750 g NPs ZnO /Kg de terreau ;

- Traitement (C3) : substrat avec un apport de 0.875 g NPs ZnO /Kg de terreau ;

- Traitement (C4) : substrat avec un apport de 4.375 g NPs ZnO /Kg de terreau ;

- Traitement (C5) : substrat avec un apport de 21.875 g NPs ZnO /Kg de terreau.

11.2 Préléevement des échantillons
Pour évaluer les parametres biométriques et physio-morphologiques, les échantillons
des plantes sont prélevés entierement (partie foliaire et racinaire). Par contre pour les parametres

biochimiques, la récolte de la partie aérienne a été effectuée le jour méme de I’analyse.

11.3 Parametres biologiques
11.3.1 Parametres biométriques
11.3.1.1 Taux de germination
Aprés le semis, on effectue un comptage des graines germées dans chaque pot (figure 8). Le
taux de germination est le rapport du nombre de graines germées sur le nombre de graines
semées. Le taux de germination est calculé selon la formule suivante :

Taux de germination (%) = (nombre de graines germées /nombre de graines semées)x 100

Blé tendre.%" :

Figure 8 : Germination des semis de blé dur, de colza et de cresson.
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11.3.1.2 Elongation racinaire (ER) et élongation foliaire (EF)

La longueur de la racine principale (ER) est mesurée a I’aide d’une régle aprés avoir 6té
le terreau, bien rincé sous 1’eau de robinet puis bien séché avec du papier absorbant. Comme
pour 1’élongation racinaire, nous avons déterminé la longueur foliaire (EF) en prenant en

considération la longueur de toute la tige. Les résultats sont exprimés en cm.

11.3.2 parametres physio-morphologiques
11.3.2.1 Teneur en eau des racines et des feuilles (TE %)

Pour déterminer la teneur en eau des racines et des feuilles, le poids frais et le poids sec de

chacune des deux parties de la plante ont été déterminé apres leurs séparations.
» Poids frais (Pf)

Immeédiatement apres la récolte, le poids frais des parties aériennes et racinaires de chaque
plante a été déterminé par pesée a I’aide d’une balance de précision.

> Poids secs (Ps)

Aprés la détermination du poids frais (Pf), les parties aériennes et racinaires sont séchées a
I’étuve a 105°C, jusqu’a I’obtention d’un poids constant. Le poids sec des échantillons a été
déterminé par pesée a I’aide d’une balance de précision. La teneur en eau est exprimeée par la
formule suivante :

TE (%) = [(Pf-Ps) /Pf] x100

11.3.2.1 Chlorophylle
L’extraction des pigments chlorophylliens des tissus foliaires a été réalisée suivant la

méthode de Mc Kinney et al. (1941) cités par Arnon (1949). Elle consiste a broyer environ
500 mg de feuilles fraiches dans une solution d’acétone (80%), en présence de quelques
milligrammes de sable pour optimiser la libération des pigments chlorophylliens. Apres
filtration, on procéde a la lecture de la densité optique des filtrats a 1’aide d’un
spectrophotomeétre aux longueurs d’ondes suivantes : 663 nm et 646 nm apres €talonnage de
I’appareil avec la solution témoin de 1’acétone a 80%.

Les résultats sont exprimés en mg/g de MF et les concentrations en chlorophylle (a) et (b)
sont déterminées a 1’aide des équations suivantes :

v" Chl. (a) mg/g MF =[12,7*DO(663) - 2,69*D0O(645)]*0,1

v Chl.(b) mg/g MF =22,9*DO(645) - 4,69*D0O(663)]*0,1

v Chl. Total mg/g MF =Chl (a) + Chl (b)
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11.3.3 Parametres biochimiques

11.3.3.1 Proline

La proline est dosée par la méthode de Troll et Lindsley, (1955), modifiée par Monneveux
et Nemmar (1986). Pour chaque échantillon prélevé, 100 mg de matiere fraiche sont introduits
dans un tube a essai, dans lequel sont ajoutés 2 ml de méthanol a 40%. Les tubes sont fermés
pour éviter la volatilisation de I'alcool et I'ensemble est chauffé au bain-marie a 85°C pendant
60 mn. Apreés refroidissement, on préleve 1 ml d'extrait auquel est ajouté 1 ml d'acide acétique
(CH3COOH), 1 ml du mélange contenant [12 ml d'eau distillée, 30 ml d'acide acétique, 80 ml
d'acide ortho-phosphorique (HsPOas densité 1.7) et 25 mg de ninhydrine]. Portée a ébullition
pendant 30 mn, la solution vire progressivement au rouge. Apres refroidissement, 5 ml de
toluene sont ajoutés a la solution. L’agitation au vortex conduit a la séparation de 2 phases. La
proline n’est présente que dans la phase supérieure qui est récupérée et déshydratée par
I'adjonction de NaxSO4 anhydre. Enfin la densité optique est déterminée par un

spectrophotomeétre a la longueur d'onde 528nm.

11.3.3.2 Sucres totaux

Les sucres solubles sont dosés par la méthode de Dubois et al. (1956). Elle consiste a prendre
100 mg de matiere végétale dans des tubes a essai auxquels sont ajoutés 3 ml d’éthanol a 80%
pour I’extraction des sucres, puis laissés a température ambiante pendant 48h a 1’obscurité. Au
moment du dosage, le contenu des tubes est filtré et complété avec 20 ml d’eau distillée pour
constituer ainsi la solution a analyser. Dans des tubes en verre, 1 ml de la solution a analyser
est additionné de 1 ml de phénol a 5% puis 5 ml d’acide sulfurique (d=1,86) tout en évitant le
contact avec les parois du tube. Ainsi une coloration jaune-orange de la solution est obtenue.
Les tubes sont ensuite passés au bain-marie a une température de 30°C pour une durée d’environ

10 a 20 mn. La densité optique est mesurée a la longueur d’onde 490 nm.

11.3.3.3 Malondialdéhyde (MDA)

Le niveau de peroxydation lipidique a été déterminé en mesurant le niveau de
malondialdéhyde (MDA). Des morceaux de feuilles (environ 0,5 g) ont été broyés dans 5 ml
de solution d’extraction d'acide trichloracétique (TCA 5%). Le mélange a été centrifugé a 13000
rpm pendant 20 min et la teneur en MDA dans le surnageant a été mesurée par la réaction de
I'acide Thiobarbiturique (TBA) selon la méthode TBA corrigée (Hodges et al., 1999).
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Brievement, 2 ml de surnageant ont été ajoutés a 3 ml de TBA 0,5% comprenant 0.5% de
TCA. Le mélange a été chauffé et maintenu a 95°C pendant 30 min, puis refroidi dans de la
glace et centrifugé (13 000 tr/min pendant 15 min). Le surnageant a été détecté a 600 nm, a 532
nm et 450 nm. La concentration de MDA a été déterminée par 1’équation suivante.

MDA (umol/ml) = 6.45 x(DO532-DO600)-0.56xDO450

I1.4 Traitement et analyse des résultats

Dans un premier temps, les indicateurs statistiques (moyenne, écart type, minimum et
maximum) ont été déterminés systématiquement.

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel XLSTAT (XIStat 2016). La
normalité des données a été vérifiée en utilisant le test Shapiro-wilk, et le test de Bartlett pour
vérifier ’homoscédasticité.

Si les ensembles de données ne sont pas normalement distribués, une analyse de Kruskal-
Wallis est appliquée pour apprécier I’effet des concentrations de NPs ZnO sur les différents
parameétres eévalués pour les trois espéces, suivie par le test de Dunn pour extraire les groupes
homogeénes.

Et si les tests de normalité et d’homogénéité sont vérifiés et acceptés, nous faisons appel a
I’analyse de la variance (ANOVA) suivie du test post-Hoc de Newman-Keuls pour chacun des
parametres étudiés afin de faire ressortir I’effet des concentrations de NPs ZnO sur les différents
parameétres évalués pour les trois espéces. Ces analyses sont suivies du test de Dunnet pour bien
faire ressortir les différences qui existent entre les concentrations de NPs ZnO et le témoin.

Enfin, des corrélations entre les parametres mesurés ont été¢ effectuées par I’analyse en

composantes principales (ACP).
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111 RESULTATS

I11.1 Parametres biométriques
111.1.1 Effet de la concentration de NPs ZnO sur le taux de germination
111.1.1.1 Blé tendre

La figure 9 révele que les pourcentages de germination les plus élevés sont constatés pour
les concentrations C1 et C2 (98.15+3.21%, 98.15+1.60%) et le plus faible pour la concentration
de NPs ZnO C5 (89.81+5.71%). Néanmoins via le test de Kruskal-Wallis, il n’y a pas de
différence significative de 1’effet de la variation en concentration de ZnO sur le taux de

germination du blé tendre (p > 0,05).
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Figure 9 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux de germination
des graines de blé tendre.

111.1.1.2 Colza

L’observation des résultats illustrés par la figure 10, montre que le taux de germination est
maximal pour la concentration C4 de NP ZnO (56+06%) et le minimum est enregistré a la
concertation C2 (44+5.29%). Cependant, les résultats de I’analyse de la variance (ANOVA) de
I’effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux de germination des graines de colza (F=1.49,

p >0.05) a revélé une difference non significative.
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Figure 10 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux de germination
des graines de colza.
111.1.1.3 Cresson
Nous constatons que le taux de germination atteint une valeur de 95.66+2.08% (fig. 11) pour
le témoin alors que valeur minimale est constatée pour la concentration C1 (72+29.71%).
Malgré la sensible croissance du taux de germination de C1 & C5, les résultats du test Kruskal-
wallis appliqué pour apprécier I’effet des concentrations de ZnO sur le taux de germination de

graines de cresson, révele ’absence de différences statistiquement significatives (p > 0.05).
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Figure 11 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux de germination
des graines de cresson
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111.1.2 Effet de la concentration de NPs ZnO sur I’élongation racinaire et foliaire
111.1.2.1 BIé tendre
111.1.2.1.1 Elongation racinaire du blé tendre
La valeur maximale de 1’élongation racinaire (fig. 12) est mesurée pour le témoin

(30,08+2.03 cm) et la valeur minimale pour la concentration C5 (13.47+ 4.94 cm).

Elongation racinaire (ER) et foliaire (EF) du
Blé tendre apres le 15 jour de semis

40,00
—~ 35,00

3 = -
S 3000
= 25,00
g 2000
S, 15,00
[y
S 10,00
W 500

0,00

T c1 c2 c3 c4 cs

Concentration ZnO
®ER (cm) mEF (cm)

Figure 12 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur I’élongation
racinaire et foliaire du blé tendre.

La variabilité de 1’¢élongation racinaire est confirmée par 1’analyse de la variance (ANOVA)
qui a révele un effet hautement significatif (p < 0,001). La comparaison des moyennes a 1’aide
du test de Newman-Keuls fait ressortir 2 groupes homogeénes. Le premier groupe (A) est formé
par le ttmoin, C1, C2, C3 et C4 le deuxiéme regroupe (B) est représenté par la concentration
de ZnO C5 (Tableau 2).

Tableau 2 : Groupes homogenes selon le test de Newman-Keuls
(Elongation racinaire en cm du blé tendre)

Modalité Moyen,nes Groupes
estimées

T 30,083 A

Cl 28,950 A

C3 25,400 A

C4 22,557 A

C2 22,500 A

C5 13,467 B
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111.1.2.1.2 Elongation foliaire du blé tendre
Les résultats obtenus pour 1’élongation foliaire du blé (fig. 12) montrent que la valeur
maximale est observée pour la concentration C1 (33.67+£0.28 cm) et la valeur minimale pour la
concentration C5 (20.28+3.65 cm).

La variabilité de 1’¢longation foliaire en fonction des concentrations NPs ZnO est confirmée
par le test Kruskal-wallis qui a révélé un effet significatif (p<0.05). La comparaison a 1’aide du
test de Dunn (tab. 3) fait ressortir 3 groupes homogeénes. Le premier groupe (A) est formé par
C5 et C4, le deuxiéme groupe (AB) regroupe les concentrations C2 et C3. Le groupe (B) formé

de témoin et la C1.

Tableau 3 : Groupes homogenes selon le test de Dunn

(Elongation foliaire en cm du blé tendre)

Echantillon Groupes
EF blé (cm) | C5
EF blé (cm) | C4
EF blé (cm) | C2
EF blé (cm) | C3
EFblé(cm) | T
EF blé (cm) | C1

> > > >

0 mww™

111.1.2.2 Colza
111.1.2.2.1 Elongation racinaire du colza

La figure 13 montre une valeur maximale de 1’élongation racinaire (cm) du témoin

(10.11+0.35 cm) et le minimum est enregistré a la concentration C4 (5.24+1.63 cm).

Elongation racinaire et foliaire du colza
apres le 15°™M¢ jour de semis

15,00 -
10,00 - = T .
a i o
0,00
T c1 c2 c3 ca c5

Concentration de ZnO

Elongation (cm)
u
8

B ER (cm) MEF(cm)

Figure 13 : Effet des concentrations de ZnO sur I’élongation racinaire et foliaire du colza.
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La variabilité de 1’élongation racinaire du colza est confirmée par 1’analyse de la variance
qui a révélé un effet significatif (p < 0,01). La comparaison des moyennes a 1’aide du test de
Newman-Keuls (5%) fait ressortir 2 groupes homogénes (tab. 4). Le premier groupe (A) est
formé par le témoin et C1, le deuxieéme regroupe (B) est représenté par C2.C3, C4 et C5.

Tableau 04 : Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls

(Elongation racinaire en cm du colza)

Moyennes
Modalité estimées Groupes
(ER (cm))
T 10,110 A
C1 9,750 A
C3 6,533 B
C5 6,017 B
C2 5,467 B
C4 5,243 B

111.1.2.2.2 Elongation foliaire du colza

Les valeurs maximales de 1’élongation foliaire (fig.13) sont observées pour le témoin et C1
respectivement (18.03£1.75 c¢cm) (18.72+0.45 cm) et le minium pour la concentration C5
(8.46+0.96 cm).

La variabilité de I’¢longation foliaire du colza en fonction des concentrations NPs ZnO est
confirmée par le test Kruskal-wallis qui a révélé un effet significatif (p<0.05). La comparaison
a l’aide du test Dunn fait ressortir 5 groupes homogénes (tab. 5). Les deux groupes
significativement différents sont, le groupe (A) regroupant les moyennes d’¢longation foliaire

les plus faibles C5 et C4 et le groupe (C) représenté pas le témoin.

Tableau 05 : Groupes homogénes selon le test de Dunn
(Elongation foliaire en cm du colza)

Echantillon Groupes
EF colza (cm) | C5 A
EF colza (cm) | C4 A
EF colza (cm) | C3 A B
EF colza (cm) | C2 A B C
EF colza(cm) | T B C
EF colza (cm) | C1 C
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111.1.2.3 Cresson
111.1.2.3.1 Elongation racinaire du cresson
La figure 14 montre un maximum de valeur au niveau de témoin (8.27£2.37 cm) et un
minium au niveau de la concentration C4 (4.73 £1.31 cm).
La variabilité de 1’élongation racinaire de cresson est confirmée par 1’analyse de la variance

qui a révélé un effet non significatif (p > 0.05).

Elongation racinaire et foliaire du cresson
apres le 15¢m jour de semis

14,00
,é\12,oo T
510,00
S 800 T
g 600 = L
(@]
S 400
W 200

0,00

T c1 c2 c3 ca c5

concentration de ZnO

mER (cm) ®mEF (cm)

Figure 14 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur I’élongation
racinaire et foliaire du cresson.

111.1.2.3.2 Elongation foliaire du cresson

La valeur maximale est relevée pour le témoin (12.11+0.65 cm) et la minimale pour la
concentration C4 (5.0 £0.42 cm) (fig. 14).

La variabilité de 1’élongation foliaire de cresson en fonction des concentrations de NPs ZnO
est confirmée par le test Kruskal-wallis qui a révélé un effet significatif (p =0,01). Le test de
Dunn fait ressortir 5 groupes ; les deux groupes significativement différents sont, le groupe (A)
regroupant les moyennes d’élongation foliaire les plus faibles en C5 et C4 puis le groupe (C)

représenté pas le temoin (tab. 6).
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Tableau 6 : Groupes homogenes selon le test de Dunn
(Elongation foliaire (cm) du cresson)

Echantillon Groupes

EF cresson(cm) | C4 A

EF cresson (cm) | C5 A

EF cresson (cm) | C3 A B

EF cresson (cm) | C2 A B C
EF cresson (cm) | C1 B C
EF cresson (cm) | T C

I11.2 Parametres physio-morphologiques

111.2.1 Effet des concentrations de NPs ZnO sur la teneur en eau (TE %)
111.2.1.1 BIé Tendre

La figure 15 montre que la valeur maximale de la teneur en eau des feuilles (TE F) est
enregistrée pour la concentration C3 (90 +£1.10%) et la valeur minimale pour la concentration
C5 (88.56 £1.40%). La variabilité de TE F % est confirmée par I’analyse de la variance qui a
révélé un effet non significatif (p > 0.05).

Blé Tendre aprés le 15¢™¢ jour de semis

T C1 C2 C3 C4

Concentration ZnO

94
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8
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Figure 15 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur la TE%
des racines et des feuilles du blé tendre

Le maximum de la teneur en eau des racines (TE R%) est enregistré pour la C2
(92.91£0.47%) et la valeur minimale pour la concentration C5 (89.13+ 0.68%) (fig. 15). La

variabilité de TE R % est confirmée par I’analyse de la variance qui a révélé un effet significatif
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(p < 0.05). Le test de Newman-Keuls a donné trois groupes homogenes pour le « facteur
concentration ZnO » le groupe A ne regroupe que la C2, le groupe AB constitué du témoin, C1
et C3 et le groupe B regroupe les deux concentrations de NPs ZnO C4 et C5 (tab. 7).

Tableau 7 : Groupes homogenes selon le test de Newman-Keuls
pour la teneur en eau des racines du blé tendre.

Moyennes
estimées
Modalité (TER %) Groupes
c2 92,918 A
T 92,050 A B
C3 91,106 A B
Cl 91,051 A B
C4 89,627 B
C5 89,299 B

111.2.1.2 Colza

La teneur en eau des feuilles du colza (fig.16) atteint son maximum (93.92+0.19%) pour la
concertation C1, et la valeur minimale est constatée a la concentration C5 (92.30+0.52%).

La variabilité de I’effet de concentration de NPs ZnO sur la teneur en eau de la partie foliaire
du colza est vérifiée par le test de Kruskal-wallis qui n’a pas révélé de différence statistiquement
significative (p > 0.05).

Pour les racines de colza la valeur maximale de TE% est enregistrée a la concentration C3
de NPs ZnO (85.24+6.91%) et la valeur minimale a la concentration C5 (52.30+22.71%)(fig.

16). . o .
Colza apres le 158™ jour de semis

120
T C1 Cc2 C3 C4 C5

100
8
Concentration de ZnO

6
4
2

Teneur en Eau %
o O O o o

BTEF% WMTER%

Figure 16 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur la teneur en eau des racines
et des feuilles du colza.
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La variabilité de I’effet de la concentration de NPs ZnO sur la teneur en eau de la partie
racinaire de colza est Vérifiée par le test de Kruskal-wallis qui n’a pas démontré de différence
statistiquement significative (p>0.05). Cependant, le test de Dunn a dévoilé une différence

significative entre le groupe A (C5) et le groupe B (témoin et C3) (tab. 8).

Tableau 8 : Groupes homogenes selon le test de Dunn
(teneur en eau des racines (%) du colza)

Echantillon Groupes
TE colzaR % | C5
TE colzaR % | C2
TEcolzaR % | C1
TE colzaR % | C4
TEcolzaR% | T
TE colzaR % | C3

>>>>

W WwWwww™

111.2.1.3 Cresson

D’apres la figure 17, on constate que la TE F% de la partie aérienne de cresson atteint le
maximum (93.63+0.20%) dans le témoin, et la valeur minimale est constatée au niveau de la
concentration C5 (87.04+2.15%).

Cresson apreés le 15¢™ jour de semis
100
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40
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o
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Figure 17 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur la teneur en eau (%)
des racines et des feuilles de cresson.
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Pour étudier la variabilité de TE R % en fonction des concertations de NPs ZnO, le test de
Kruskal-wallis a révélé une différence statistiquement significative (p <0.05). En effet, le test
de Dunn a pu retirer 05 groupes homogeénes et une différence significative entre le groupe A
(C5) et C (témoin et C1) (tab. 9).

Tableau 9 : Groupes homogenes selon le test de Dunn

(teneur en eau de la partie foliaire du cresson)

Echantillon Groupes
TE cresson F% | C5 A
TE cresson F% | C4 A B
TE cresson F% | C3 A B

TE cresson F% | C2 B
TE cresson F% | C1
TE cresson F% | T

O0O0O00

Le maximum de TE R% pour les racines de cresson est enregistré pour le témoin
(84.75£1.08%) et la valeur minimale au niveau de la concentration C4 (74.45+6.78%) (fig. 17).
Pour étudier la variabilité de TE R % en fonction des concertations de NPs ZnO, le test de
Kruskal-wallis a révélé une différence statistiquement significative (p <0.05). Le test de Dunn
a démontré 1’effet significatif entre le groupe A (C4) et le groupe BC (témoin), ainsi qu’entre

le groupe A et le groupe C (C5).

111.2.2 Variation du taux de la chlorophylle (a), (b) et totale (T) en fonction des
concentrations NPs ZnO
111.2.2.1 Blé tendre

Les différents résultats de la teneur en chlorophylle (a), (b) et (T) des feuilles de blé

tendre ayant subi des différentes concentrations en NPs ZnO sont illustrés par la figure 18.

111.2.2.1.1 Chlorophylle (a)

Selon la figure 18, le taux le plus élevé en chlorophylle (a) est attribué au témoin avec une
valeur de 160.30+7.36 mg/kg de MF. Une diminution de ces teneurs par rapport au témoin est
notée pour les autres concentrations surtout la concentration C5 ou on a enregistré la valeur
minimale 112.82+22.62 mg/kg de MF. Néanmoins, les valeurs enregistrées pour les

concentrations C1, C2, C3 et C4 sont assez voisines. La variabilité de réponse de la teneur en
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CHo(a) vis-a-vis les différentes concentrations de NPs ZnO est vérifié par ’ANOVA qui a révélé

un effet non significatif (p>0.05).

Blé tendre apres le 15¢™ jour de semis

Chlrophylle (mg/kg de MF)
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mCH (a) mCH(b) =CH (T)

Figure 18 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur la teneur
en chlorophylle (a), (b) et totale de la plante de blé tendre.

111.2.2.1.2 Chlorophylle (b)

Le taux en chlorophylle (b) le plus élevé est constaté au niveau du témoin avec une valeur
de 86.76 +15.85 mg/kg de MF (fig.18). Des teneurs moindres par rapport au témoin sont notées
pour les autres concentrations surtout la C5 ou a été enregistrée la minimale (39.44+12.52
mg/kg de MF). La variabilité de réponse de la CH (b) vis-a-vis les différentes concentrations
de NPs ZnO est vérifiée par ’ANOVA qui a révélé un effet non significatif (p > 0.05).

111.2.2.1.3 Chlorophylle (T)

Les taux les plus élevés en chlorophylle (T) sont observés pour le témoin avec une valeur
de 247.06 £20.81 mg/kg de MF (fig.18). Une diminution de ces teneurs par rapport au témoin
est constatée pour les autres concentrations surtout la concentration C5 ou on a enregistré une
valeur minimale de 152.26 + 34.97 mg/kg de MF.

La variabilité de réponse du taux de CH(T) du blée en relation avec les concentrations de
NPs ZnO est vérifié par I’ANOVA qui a révélé un effet non significatif (p > 0.05).
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111.2.2.2 Colza
Les différents résultats du dosage de la chlorophylle (a), (b) et totale dans les feuilles de

colza ayant subi des différentes concentrations en NPs ZnO sont résumées dans la figure 19.
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Figure 19 : Effet des concentrations de NPs ZnO sur la teneur en
chlorophylle (a), (b) et totale des plants de colza.

111.2.2.2.1 Chlorophylle (a)

La teneur maximale de la chlorophylle (a) est enregistrée a la concentration C1 (69.78 +
3.09 mg/kg de MF) et la minimale est relevée pour C4 (20.81+8.32 mg/kg de MF) (fig. 19).

Le test de Kruskal-wallis (p <0.05) révéele une différence significative de la variabilité de
réponse du taux de chlorophylle (a) du colza en fonction de la concentration de NPs ZnO. Le
test de Dunn confirme la différence significative entre les deux groupes A réunissant les
concentrations C5 et C4 et le groupe B formé du témoin et des concentrations C1 et C2 en NPs
ZnO0.
111.2.2.2.2 Chlorophylle (b)

La teneur maximale de la chlorophylle (b) est enregistrée a la concentration C1 (15.77+1.63
mg/kg de MF), alors que la minimale est celle de C4 (4.20 +3.32 mg/kg de MF) (fig. 19).

Le test de Kruskal-wallis (p<0.05) révéle une différence significative de la variation du
taux de Chlorophylle (b) de colza en fonction de la concentration de NPs ZnO. En effet, le test
de Dunn a révéle une différence significative entre deux groupes, le (A) qui unie les
concentrations C5 et C4 et le groupe (B) qui réunit le témoin et les deux concentrations en NPs
ZnO Clet C2.
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111.2.2.2.3 Chlorophylle (T)

La teneur moyenne la plus élevée de la chlorophylle (T) est enregistrée a la concentration
C1 (85.55+4.20 mg/kg de MF) et la minimale est C4 (16.61+11.64 mg/kg de MF) (fig. 19).

La variabilité de réponse de la CH (T) est vérifiée par le test de Kruskal-wallis (p < 0.05)
qui dévoile une différence significative de la variation de la chlorophylle (T) des plants de colza
en fonction de la concentration de NPs ZnO. Effectivement, le test de Dunn a révélé une
différence significative entre les deux groupes (A) formé par les concentrations C5 et C4 et (B)

réunissant le témoin et les deux concentrations en ZnO, C1 et C2.

111. 2.2.3 Cresson
Les différents résultats du dosage de la chlorophylle (a), (b) et totale dans les feuilles de

cresson expose a différentes concentrations en NPs ZnO sont représentés par la figure 20.
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Figure 20 : Effet des concentrations de ZnO sur la teneur
en chlorophylle (a), (b) et totale des plants de cresson.

I11. 2.2.3.1 Chlorophylle (a)

La teneur moyenne la plus élevée de chlorophylle (a) du cresson, enregistrée pour C1 est
118.82+ 4.86 mg/kg de MF, et la plus faible relevée pour C4 est (44.124+5.39 mg/kg de MF)
(fig. 20). La variabilité de réponse de la CH (a) aux différentes concentrations de NPs ZnO est
soumise au test de Kruskal-wallis (p<0.05) qui a conduit a conclure a une différence

significative des teneurs en chlorophylle (a) pour le cresson en fonction de la concentration de
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NPs ZnO. De méme le test de Dunn a reflété une différence significative entre les deux

concentrations C4 et C1 (tab. 10).

Tableau 10 : Groupes homogeénes selon le test de Dunn de la CH (a) (en mg/kg de MF)
pour le cresson en fonction de la concentration en NP ZnO.

Echantillon Groupes
CH (a) cresson | C4
CH (a) cresson | C3
CH (a) cresson | C5

> > >
0w ww

CH (a) cresson | C2 C
CH (a) cresson | T C
CH (a) cresson | C1 C

111.2.2.3.2 Chlorophylle (b)

La teneur moyenne la plus élevée de chlorophylle (b) est enregistrée pour C1 (37+1.36
mg/kg de MF) et la plus faible est notée pour C4 (13.52+2.13 mg/kg de MF) (fig. 20).

La variabilitt de la teneur en CH (b) du cresson est soumise a I’ANOVA
(p <0.01) démontrant une différence significative de la teneur en CH (b) du cresson en fonction
de la concentration de ZnO. Le test de Newman-Keuls a révélé qu’il y a une différence
significative entre les deux groupes homogenes A (témoin, C1 et C2) et B (C5, C3 et C4).

111.2.2.3.3 Chlorophylle (T)

La teneur maximale de chlorophylle (T) est enregistrée pour C1 (155.94+6.18 mg/kg MF)
et la minimale pour C4 (57.63+7.35 mg/kg de MF) (fig. 20). La variabilité de la teneur en CH
(T) dans les feuilles du cresson en fonction de la concentration en NPs ZnO est confirmee par
I’analyse de la variance qui a révélé un effet significatif (p < 0,01). La comparaison des
moyennes via le test de Newman-Keuls fait ressortir 3 groupes homogenes listés dans le
tableau 11.

Tableau 11 : Groupes homogeénes selon le test de Newman-Keuls (taux de Chlorophylle
(T) mg/kg de MF) du cresson en fonction des concentrations en ZnQO)

Modalité Groupes
C1 A
Cc2 B
T B
C5 C
C3 C
C4 C

36



Chapitre 111 Résultats

I11.3 Parametres biochimiques (Marqueurs de stress)
111.3.1 Effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux de la proline
111.3.1.1 Blé tendre
Le taux moyen de la proline le plus élevé (fig. 21) est constaté pour la concentration C4 de

NPs ZnO (0.44+0.21 pg/ml) et le plus faible pour C2 (0.20£0.03 pg/ml).

Blé tendre apres le 16 jour de semis

T C1 Cc2 C3 C4 C5

Concentration de ZnO

o
00

o
o

Proline (ug/ml)
o o©
N £

o

Figure 21 : Variations des taux de la proline (ug/ml) du blé tendre
en fonction des concentrations de NPs ZnO.

Le test de Kruskal-Wallis a révélé une différence significative de I’effet de concentration de
ZnO sur le taux de la proline du blé tendre (p < 0.05). Le test de Dunn a confirmé cette

variabilité et a montré une différence significative entre le groupe A (C2) et le groupe B (C4,
C5et C3).

111.3.1.2 Colza

Le taux de la proline maximal est constaté pour la concentration C4 de NPs ZnO (4.83+0.94
pg/ml) et le minimal pour C5 de NPs ZnO (0.98 pg/ml £ 0.22) (fig. 22).

Le test de Kruskal-Wallis a démontré qu’il y a une de différence significative de I’effet de
concentration de NPs ZnO sur le taux de la proline du colza (p < 0.01). Le test de Dunn a fait
ressortir 4 groupes homogenes, le groupe A formé par la C5 (la plus faible en taux de proline),
le groupe AB par (C2 et C3) et le groupe BC par la concentration du témoin et C1 enfin le
groupe C représenté par C4 (taux de proline le plus élevé).
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Colza apreés le 16°™ jour de semis
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Figure 22 : Variations des taux de proline (ug/ml) pour le colza
en fonction des concentrations de NPs ZnO.

111.3.1.3 Cresson

Le taux de la proline le plus éleve est dosé pour C5 (11.15+2.06 pg/ml) et le taux le plus
faible pour le témoin T (0.78+0.21 pg/ml) (fig. 23).
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Figure 23 : Variations du taux de la proline (ug/ml) pour le cresson
en fonction des concentrations de NPs ZnO.

Le test de Kruskal-Wallis a montré une différence significative de I’effet de la concentration
de NP ZnO sur le taux de proline du cresson (p < 0.05). Le test de Dunn a conduit a une

différence significative entre le groupe (A) représenté par le témoin et le groupe C qui est
représenté par les concentrations C4 et C5 (tab. 12).
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Tableau 12 : groupes homogénes du test de Dunn (taux de proline (ug/ml) du cresson).

Echantillon Groupes
Proline (ug/ml) | T A
Proline (ug/ml) | C1 A B
Proline (ug/ml) | C2 A B

Proline (ug/ml) | C3 B
Proline (ug/ml) | C4
Proline (ug/ml) | C5

O0O000

111.3.2 Effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux des sucres totaux
111.3.2.1 Blé tendre

La teneur moyenne de sucre la plus élevée est dosée pour la concentration C1 (90.16+10.14
pg/ml) et le plus faible pour C4 (16.46 + 3.33 pg/ml) dans la partie aérienne de blé tendre (fig.
24)
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Figure 24 : Variations des taux de sucres totaux (ug/ml) du blé tendre
en fonction des concentrations de NPs ZnO.

La variabilité du taux de sucre totaux en fonction des différentes concentrations de NPs ZnO,

testée par le test de Kruskal-wallis, n’a pas montré de différence significative (p > 0.05).
111.3.2.2 Colza

Pour le colza, la moyenne la plus élevée du taux de sucres totaux est enregistrée pour C4
(42.72+£11.42 pg/ml) et la plus faible pour le témoin (7.27+4.99 pg/ml) (fig. 25).
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Colza apres le 17¢™¢ jour de semis

T C1 C2 C3 C4 C5

Concentration ZnO

ST (ug/ml)

Figure 25 : Variation des taux des sucres totaux (pug/ml) du colza
en fonction des concentrations de ZnO.

La variabilité de taux de ST du colza est confirmée par 1’analyse de la variance (ANOVA)
qui a révelé un effet significatif (p < 0,01). Le test de Newman-Keuls isole 2 groupes
homogeénes : le premier groupe (A) est formé par C4 (le taux le plus élevé), le deuxiéme
regroupe (B) est représenté par C2, C1, C3, C4 et C5. La différence significative est révélée par

le test de Dunnett (p < 0.01) qui a prouvé qu’il y a une différence significative entre le t¢émoin
et la C4.

111.3.2.3 Cresson

Sur la figure 26 apparait le taux moyen le plus élevé de sucres totaux pour C4 (7.53+0.36

pag/ml) et le plus faible pour le témoin (1.09+£0.36 pg/ml) pour la partie aérienne de cresson.
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Figure 26 : Variations des taux des sucres totaux (ug/ml) du cresson
en fonction des concentrations de NPs ZnO.
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111.3.3 Effet des concentrations de NPs ZnO sur le taux de malondialdehyde (MDA)
111.3.3.1 Blé tendre
Les teneurs moyennes les plus élevées de MDA sont constatées pour le témoin (2.82+0.58

pmol/ml), alors que les plus faibles sont enregistrées pour C1 (0.82+0.41 pmol/ml) (fig. 27).

Blé tendre apres le 18¢™ jour de semis
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Figure 27 : Variations des taux de malondialdehyde (MDA (umol/ml) du blé tendre

en fonction des concentrations de NPs ZnO.

Cette variation est confirmée par I’analyse de la variance qui a révélé un effet significatif
(p< 0,01). La comparaison des moyennes a 1’aide du test de Newman-Keuls fait ressortir 3
groupes homogeénes : le premier formé par le témoin et la C3, le deuxiéme par C2 et C4. C5.
La C1 se détache dans un groupe a part. En effet, le test de Dunnet a révélé une différence
hautement significative entre le témoin et C1 et significative entre le témoin et la C5.

111.3.3.2 Colza

La figure 28 montre que les valeurs maximales sont enregistrées a C4 (0.7+0.13 pmol/ml),
alors que les minimales sont enregistrées pour C3 (0.44+0.01 umol/ml). La comparaison des
moyennes via le test de Dunn fait ressortir 3 groupes homogeénes ; le (A) forme par C3, le (AB)
par le témoin C1, C2 et C3. Les deux concentrations C4 et C5 se détachent dans un groupe (C)

a part.
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Colza apres le 18¢™ jour de semis
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Figure 28 : Variations des taux de MDA (umol/ml) du colza en fonction des
concentrations de NPs ZnO.

111.3.3.3 Cresson

Selon la figure 29 les valeurs maximales de MDA sont constatées pour C4 (0.71+0.06
pmol/ml), tandis que les valeurs minimales sont enregistrées au niveau de la C1 (0.39+£0.04
pmol/ml).
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Figure 29 : Variation des taux de MDA (umol/ml) du cresson
en fonction des concentrations de NPs ZnO.

Cette variation est confirmée par 1’analyse de la variance qui a révelé un effet significatif (p
< 0,01). La comparaison des moyennes par le test de Newman-Keuls fait ressortir 2 groupes
homogeénes, le premier (A) formé par C4, C5, C3 et C2 et le second (B) se détache de (A),
formé du témoin et C1. En effet, le test de Dunnett a révélé une différence significative entre le
témoin et les concertations C4, C5, C3 et C2.
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I11.4 Corrélation entre les différentes variables étudiées pour chaque espéce

Afin de faire ressortir les différentes corrélations qui pourraient exister entre les paramétres
biométriques, les parametres physio-morphologiques et les parametres biochimiques
(marqueurs de stress) en fonction des concentrations en NPs ZnO, une analyse en composantes

principale (ACP) a été réalisée pour les 3 espéces étudiées.

111.4.1 Blé tendre
Les résultats de 1’analyse en composantes principales (fig. 30) montrent que les deux

premiers axes ont respectivement des taux d’inertie de 46.06% et 15.69%.

Variables (axes F1 et F2 : 61,75 %0

c:
2
v O
0,25 3
Proline
0.3
0,75

1 075 05 025 0 0.25 0.5 0.75 1
F1 (46,06 %0)

Figure 30 : Carte factorielle des deux premiers axes de I’analyse en composantes

principales (les variables de modele végétal blé tendre).

L’examen du premier plan factoriel (fig.30) et des contributions relatives des variables aux
axes permet de constater I’existence de quatre ensembles de variables a fortes contributions

relatives (1,2,3 et 4) :
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L’ensemble 1, localisé du co6té positif des deux axes 1 et 2, il contribue fortement a la
formation du facteur F1 via les variables suivantes : la germination, 1’élongation racinaire,
I’élongation foliaire et la teneur en eau des racines de blé tendre. Leurs corrélations a ’axe F1
sont respectivement : 0.671 ; 0.897 ; 0.803 ;0.690.

L’ensemble 2, situ¢ du coté négatif de 1’axe F2 et du coté positif de ’axe F1 dont les
variables suivantes contribuent fortement a la constitution de ce dernier : la chlorophylle (a),
la chlorophylle (b), la chlorophylle totale (T). Leurs corrélations a I’axe F1 sont respectivement
: 0.835;0.830; 0.860.

L’ensemble 3, situé du coté negatif des deux axes I et I1, et donc s’opposant a I’ensemble I,
contient la variable proline dont la corrélation a 1’axe I de cette variable est (p<0.01) : -0.402.

L’ensemble 4, localisé du coté positif des deux axes 1 et 2, contribue fortement a la
formation de 1’axe II du c6té positif. Il est corrélé a la variable teneur en eau de la partie foliaire,
dont la contribution relative a sa formation est de 0.731.

Les deux variables MDA et les sucres totaux sont des variables « mal représentées » sur le
premier plan factoriel.

111.4.2 Colza

Les résultats de 1’analyse en composantes principales (fig. 31) montrent que les deux
premiers axes ont respectivement des taux d’inertie de 45.32% et 18.11%.

L’examen du premier plan factoriel (fig.31) et des contributions relatives des variables aux
axes permet de constater I’existence de quatre ensembles de variables a fortes contributions
relatives (1,2,3 et 4) :

L’ensemble 1, localisé du coté positif des deux axes 1 et 2, il contribue fortement a la
formation du facteur F1 par les variables suivantes : la chlorophylle (a), la chlorophylle (b), la
chlorophylle totale (T). Leurs corrélations a I’axe sont respectivement ;0.962 ; 0.970 ;0.966.

L’ensemble 2, situ¢ du coté négatif de ’axe F2 et du coté positif de ’axe F1 dont les
variables suivantes contribuent fortement a la formation de ce dernier : 1’élongation foliaire, et

I’¢élongation racinaire de colza. Leurs corrélations a ’axe sont respectivement ; 0.951 et 0.676.
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Variables (axes F1 et F2 : 63,42 %)

F2 (18,11 %)

025

F1 (45,32 %)

Figure 31 : Carte factorielle des deux premiers axes de I’analyse en composante
principales (les variables de modéle végétal colza).

L’ensemble 3, : localisé du c6té positif des deux axes 1 et 2, contribue fortement a la
formation de 1’axe I1I. Il est formé par les variables : la teneur des feuilles en eau et la teneur des
racines de colza en eau. Leurs corrélations a I’axe F2 sont respectivement 0.449 et 0.581.

L’ensemble 4, : localise du c6té négatif de F1 et du coté positif de F2, contribue fortement
a la formation de I’axe II. Il est formé par les variables : proline et sucres totaux. Leurs
corrélations a 1’axe F2 sont respectivement : 0.730 ; 0.774.

Les variables germination et MDA dans le modele végétal colza sont « mal représentées »

sur le premier plan factoriel.

111.4.3 Cresson

Les résultats de 1’analyse en composantes principales (fig. 32) montrent que les deux
premiers axes ont respectivement des taux d’inertie de 61.72 % et 14.37%.

L’examen du premier plan factoriel (fig. 32) et des contributions relatives des variables aux

axes permet de constater I’existence de cing ensembles de variables a fortes contributions

relatives (1, 2, 3,4 et 5) :
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Variables (axes F1 et F2 : 76,10 %0)
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Figure 32 : Carte factorielle des deux premiers axes de I’analyse en composante
principales (les variables de modeéle végétal cresson).

L’ensemble 1, localisé du cOté négatif de 1’axe F2 et du coté positif de 1’axe F1 dont
contribue fortement a la formation de ce dernier. Il contient les variables suivantes : le MDA,
la proline et les sucres totaux. Leurs corrélations a ’axe F1 sont respectivement : 0.830 ; 0.876 ;
0.958.

L’ensemble 2, situé du coté négatif des deux axes F2 et F1 dont contribue fortement a la
formation de ce dernier axe. Il contient les variables suivantes : 1’¢longation foliaire, la
chlorophylle (a), la chlorophylle (T) et la teneur en eau de la partie foliaire de cresson. Leurs
corrélations a 1’axe F1 sont respectivement : -0.945, -0.952, -0.953 et -0.710.

L’ensemble 3, situé¢ du coté positif de ’axe F2 et du coté négatif d F1. Il contient seulement
la variable chlorophylle (b) qui est fortement corrélée a I’axe F1 (-0.947).

L’ensemble 4, situé¢ du c6té négatif de I’axe F1 et du c6té positif de I’axe F2, dont contribue
fortement a la formation de ce dernier, formé par 1’¢élongation racinaire et la teneur en eau des
racines de cresson. Leurs corrélations a 1’axe sont respectivement : 0.470; 0.862.

L’ensemble 5, situé du cote positif des deux axes F1 et F2. Il contient seulement la variable

germination qui est fortement corrélée a 1’axe F2 (0.708).
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IV Discussion
Dans cette partie seront interprétés les résultats de chaque parametre évalué séparément afin
de discuter I’impact NPs ZnO sur les trois especes végétales étudiées, le blé tendre, le colza et

le cresson.

IV.1 Taux de germination
Les réponses germinatives ont été largement utilisées comme indicateurs de phytotoxicité
dans les sols (Tiquia et Tam, 1998).

Toutes les concentrations de NPs de ZnO testées n’ont entrainé aucun effet significatif sur
la germination des graines des trois espéces étudiées malgré un effet stimulant la germination
qui semble avoir lieu pour les faibles concentrations C1 (0.035 g/kg) et C2 (0.175 g/kg) pour le
blé tendre les concentrations C1(0.035 g/kg), C4 (4.375 g/kg) et C5 (21.875 g/kg) pour le colza.
Les résultats publiés relatifs aux effets des NPs ZnO sur la germination divergent en fonction
des espéces choisies. Awasthi et al. (2017) rapportent, dans une étude sur le blé tendre dans un
milieu hydroponique ou les concentrations de ZnO (9 nm des NPs hexagonales et pour la taille
des agglomérats sphériques 13+2 nm) sont tres faibles, une augmentation significative de la
germination (10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l et 100 mg/l).

llona et al. (2020), dans leurs travaux sur I’orge, concluent aussi a une augmentation
significative de la germination des graines d'orge sous de faibles concentrations (1, 2 et 4 mg/L)
de NPs ZnO (31nm). Xiang et al. (2015) ont observé que les NPs ZnO, a des concentrations de
1 a 80 mg/L, affectaient de maniere insignifiante la germination des graines de chou chinois.
De plus, Raliya et al. (2015) ont rapporté que la germination des graines de tomate n'était pas
affectée par les NPs ZnO a des concentrations allant jusqu'a 750 mg/kg.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Garcia-Gomez et al. (2018) qui ont appliqué les
NPs ZnO dans des sols calcaires et acides pour vérifier I’effet sur la germination de neuf de
graines, ils ont suggéré qu’il n'y avait pas d'effets nano-spécifiques sur les plantes lorsque les
NPs ZnO étaient appliqués aux sols selon les recommandations de Wang et al. (2013, 2016) in
Garcia-Gomez et al., 2018.

De toutes ces observations, il en ressort donc que le taux de germination semble dépendre

de la concentration d’exposition et de 1'espece choisies (Ilona et al., 2020).
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IVV.2 Elongation racinaire

L’effet de NPs ZnO sur 1’¢élongation racinaire semble étre différent pour les 3 espéces, blé
tendre, colza et cresson. La C5 (21.875 g/kg) testée a entrainé une diminution significative (p
< 0.01) par rapport aux autres concertations et au témoin pour le blé tendre. Alors que, les
concentrations C2 (0.175 g/kg), C3 (0.875 g/kg), C4 (4.375 g/kg) et C5 (21.875 g/kg) ont
entrainés une diminution significative (p < 0.01) par rapport au témoin et la C1 (0.035 g/kg)
pour le Colza. En effet, Mousavi Kouhi et al. (2014) dans leur étude sur le colza exposés a de
faibles concentrations (5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 250 et 500 pug /mL) de NPs ZnO avec des
tailles < 50 nm dans un milieu hydroponique, soulignent une diminution de la longueur des
pousses et des racines.

Pour le cresson I’effet des concentrations de NPs ZnO sur 1’élongation racinaire n’est pas
significatif (p > 0.05), ce qui contredit les résultats de 1’étude faite par Mielcarz-Skalska et
Smolinska (2018) sur la méme espéce (NPs ZnO : taille<100 nm a une concentration de 100
mg/kg), ou ils ont remarqué une diminution significative de la longueur racinaire.

Le fait que le taux de germination n'ait été affecté de maniere significative par aucun
traitement, alors que 1’élongation racinaire était retardée de maniére dose-réponse, suggere que
le tégument peut empécher le passage de substances chimiques affectant la germination, tandis
que les radicules s'étendant a travers le tégument sont en contact direct avec le milieu (Lin et
Xing, 2007).

IVV.3 Elongation foliaire

L’effet des NPs ZnO sur 1’élongation foliaire est similaire pour les 3 plantes; les
concentrations C4 (4.375 g/kg) et C5 (21.875 g/kg) de NPs ZnO ont provoqué une diminution
significative (p < 0.05) comparativement au témoin et la C1 (0.035 g/kg), pour le colza et le blé
tendre, et un effet significatif (p < 0.01) des mémes concentrations pour le cresson.

Pour le colza, il est clair que 1’¢longation racinaire est plus sensible aux concentrations que
1’élongations foliaire. Etant donné que les radicules s'étendant du tégument de la graine doivent
d'abord étre exposées au milieu d'essai, leur retard est plus prononcé que celui des pousses
(Sresty et Rao, 1999). Alors que le blé et le cresson n’ont pas réagi de fagon similaire, la
réponse serait probablement liée au type de systeme racinaire des plantes.
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IV.4 Teneur en Eau

L’effet des concentrations des NPs ZnO sur la teneur en eau des racines était significatif
pour les trois especes. La concentration C4 (4.375 g/kg) et C5 (21.875 g/kg) ont
considérablement réduit la teneur en eau des racines pour le blé tendre et seulement la C5 pour
le colza. En revanche, les concentrations C2 (0.175 g/kg) et C3 (0.875) semblent bénéfiques
pour ces deux especes. Les effets toxiques pourraient étre partiellement dus a la libération de
Zn?* par les NPs ZnO dans le sol (Cornelis et al., 2014). Par ailleurs, pour le cresson, la
concentration C4 aurait présenté un effet severe sur la teneur en eau des racines.

L’effet de NPs ZnO sur la teneur en eau des parties foliaires du blé tendre et du colza n’était
pas significatif, di probablement a I’importance du systéme racinaire par rapport aux feuilles
de blé. Par contre le cresson a montré une réponse significative pour la concentration C5 (21.875
g/kg).

Xiaoping Wang et al. (2016) ont rapporté un effet inhibiteur de concentration de NPs ZnO
(inférieure a 50 nm) sur la biomasse des racines et des feuilles d’ Arabidopsis cultivé pendent 4
semaines, alors que nos résultats pour les deux espéces blé tendre et cresson n’ont montré
aucune corrélation entre la teneur en eau racinaire et foliaire et [’augmentation des
concentrations en NPs ZnO (fig. 30 et 32). Néanmoins, la figure 31 montre une corrélation

entre la teneur en eau racinaire et foliaire pour le colza.

IVV.5 Chlorophylle

Les cercles de corrélation des 3 espéces (fig. 30, 31 et 32) montrent une forte corrélation
entre le taux de la CH (a), CH (b) et de CH (T). Néanmoins, la réponse des 3 espéces aux NPs
ZnO vis-a-vis des teneurs en chlorophylle était spécifique pour chacune d’elles.

Si les résultats des 3 types de chlorophylle étaient non significatifs pour le blé tendre, en
revanche, le colza et le cresson ont montré des réponses significatives. Cette étude a présenté a
une augmentation significative de taux de chlorophylle pour la concentration C1(0.035 g/kg),
pour les deux especes (cresson et colza). Tandis que les concentrations C4 (4.375 g/kg) et C5
(21.875 g/kg) semblent avoir un effet toxique, en plus de ces deux concentrations, la C3 (0.875
g/kg) a démontré une diminution significative du taux de chlorophylle pour le cresson. Ainsi
les faibles concentrations semblent avoir un effet stimulant sur I’élaboration de la chlorophylle.
Cependant, le stress environnemental pourrait provoquer la modification de la concentration en

chlorophylle et affecter par la suite la santé des plantes (Sriprapat et al.,2011).
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La coopération de Chl (a) et Chl (b) pourrait aider au transfert d'électrons dans le
photosysteme I. La forte concentration de Zn perturbe I'enveloppe des chloroplastes et I'intégrité
du systeme membranaire de la thylakoide (Jin et al., 2008). Il est suggéré que les NPs ZnO
peuvent avoir une forte biotransformation dans les plantes (Ma et al., 2015), et elles peuvent
causer des dommages en se transformant en ions Zn et induire la diminution de la teneur en
chlorophylle.

Les cercles de corrélation (fig. 30 et 31) ont montré une forte corrélation entre le taux de la
chlorophylle et I’élongation racinaire et selon Kummerova et al. (2001), les modifications des
pigments de la photosynthese pourraient étre liées a des dommages racinaires.

Le zinc intervient dans la synthése des pigments photosynthétiques tels que la chlorophylle.
Cependant, une quantité excessive de Zn provoque une chlorose des tissus des feuilles et des
pousses et génere des especes reactives de I'oxygéne (Pramanick et al., 2017).

D’aprées Wang et al. (2016), les plantes dicotylédones sont plus sensibles que les
monocotylédones aux concentrations excessives du zinc et certains chercheurs préconisent cette
hypothése en raison du déplacement des contaminants a un stade précoce de développement,

des racines aux pousses.

IVV.6 Proline

L'exposition des 3 especes végétale a des concentrations croissantes de NPs ZnO conduit a
une augmentation significative de la teneur en proline chez le blé et le cresson par rapports a
leurs témoins, en concordance avec les résultats obtenus par Rayhaneh et al. (2016) pour une
étude effectuer sur la tomate. Ces résultats confirment aussi les conclusions de Rao et
Shekhawat (2014) qui ont également signalé une augmentation progressive de la teneur en
proline de Brassica juncea (moutarde brune) exposé aux concentrations 200, 500 et 1000 mgL ™
de NPs ZnO. Aslam et al. (2017) avancent que la proline joue également un réle important
pendant le stress oxydatif en tant que chélateur de métaux.

Le colza a répondu differemment vis-a-vis des mémes concentrations ; le taux de proline a
augmenté dans le témoin et la C1, mais il a diminué pour les concentrations C2, C3 et C5. Ben
Rejeb et al. 2012 ; Shahla et al. (2018) suggérent que la réduction de la proline peut étre due
au piégeage des ROS (radicaux libres de I'oxygene) par la proline.

L'accumulation de proline sous stress chez de nombreuses especes vegétales a éte correlée a
la tolérance au stress. Sa concentration s'est avérée généralement plus élevée dans les plantes
tolérantes au stress comme Atriplex lentiformis que dans les plantes sensibles a ce dernier (Goni

et al., 2018). Plusieurs chercheurs ont souligné qu'il existe une relation directe entre la synthese
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de la proline et le développement d'une résistance au stress chez les plantes, telles que le tabac,

le blé, les agrumes, la canne a sucre et différentes autres plantes (Krasavina et al., 2014).

V.7 Sucres totaux

Les résultats de la teneur en sucres totaux du blé tendre n’ont montré aucune modification
(p > 0.05) et de méme pour le taux de la chlorophylle. Dans une étude sur le concombre, Zhao
et al. (2014), constatent que la photosynthese dans les feuilles n'est pas réduite par
I’augmentation des concentrations des NPs ZnO et la composition glucidique du fruit n’a pas
été modifié. Pourtant, il a déja été rapporté qu'une activité photosynthétique réduite entraine
une diminution de la concentration de sucres solubles et souvent une accumulation d'amidon
dans les feuilles (Goodman et al., 1986).

Concernant le cresson et le colza, les résultats obtenus montrent une augmentation
significative du taux de sucres avec I’augmentation des concentrations de NPs ZnO. Depuis
longtemps, il est connu que le taux des sucres augmente considérablement chez les plantes
soumises aux différents types de stress. Ceci a été vérifié par Chunyang (2003) in Soltani
(2014), chez des arbres adultes d’eucalyptus sous différents stress hydriques.

Les principaux sucres solubles accumulés sous stress sont : le glucose, fructose et le
saccharose (Hare et al. 1998), et ces derniers semblent jouer un réle tres important dans le
maintien d’une pression de turgescence qui est a la base des différents processus controlant la

vie d’une plante.

IVV.8 Malondialdehyde (MDA)

Une augmentation significative du taux de MDA avec 1’accroissement -des concentrations
de NPs ZnO est enregistrée pour le cresson, qui a présenté des teneurs maximales de
d’accumulation de MDA a partir de la C2 (0.175 g/kg) par rapport au témoin, alors que le taux
maximal de MDA est enregistré pour les concentrations C4 (4.375 g/kg) et C5 (21.875 g/kg)
pour le colza.

Des travaux antérieurs ont montré que les effets toxiques des NPs ZnO sur les plantes sont
probablement causés par l'induction d'un stress oxydatif chez les plantes (Bandyopadhyay et
al., 2015). L’exposition des plantes aux métaux lourds induit le stress oxydatif dans les plantes,
en particulier le déclenchement de la peroxydation des lipides membranaires (Anjum et al.,

2012). L’augmentation du niveau de MDA indique des dommages aux membranes cellulaires

(Garcia-Gomez et al.,2008).
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L’accroissement des teneurs en proline et en MDA avec I'augmentation de la concentration
en ions métalliques indique une corrélation entre la génération de radicaux libres et
I’accumulation de la proline (Meenakshi et al.,2006). La proline protege les cellules végétales
des dommages de peroxydation lipidique (Alves et al., 2018). Cela est confirmé par la
corrélation entre ces deux parameétres (fig. 32).

D’autre part, le blé tendre a démontré que le taux le plus important de MDA est constaté au
niveau du témoin ; cette observation corrobore celles rapportées pour le pois chiche en absence
de zinc (témoin) présentant également des niveaux de MDA les plus élevés, révélant ainsi
I’importance du zinc pour l'intégrité de la biomembrane (Burmana et al.,2013). Ceci est en
accord avec l'observation précédente ou il a été rapporté que le zinc exerce un effet stabilisant
et protecteur sur les biomembranes contre les altérations de la perméabilité oxydative et
membranaire (Bettger et O'Dell, 1981). Pour notre étude, seule la plus faible concentration C1

(0.035 g/kg) de NPs ZnO semble étre efficace pour diminuer le taux de MDA dans le blé tendre.
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Conclusion

Notre contribution a eu pour objectif la mise en évidence de I’impact des nanoparticules
de NPs ZnO sur la croissance et le développement des trois espéces végetales proposees par les
normes des essais écotoxicologiques, le blé tendre, le colza et le cresson, par le suivi de la
variation de quelques parameétres biométriques, physio-morphologiques et biochimiques. Les
essais ont eté effectués en pots contenant du terreau artificiel additionné de nanoparticules de
ZnO a différentes concentrations et ensemenceés par les trois espéces végétales. Aprés une durée
de 15 a 18 jours de développement, les résultats obtenus nous permettent d’aboutir a diverses
observations. Les especes étudiées ont montré des sensibilités plus au moins différentes aux
NPs ZnO évaluées par les parameétres biométriques, physio-morphologiques et biochimiques.

Le cresson a été la seule espece végétale qui a montré des taux élevés de biomarqueurs
de stress (MDA et Proline), une corrélation positive dose-réponse a été observée. Le colza a
montré presque la méme réponse que le cresson a I’exception avec MDA qui n’était pas en
corrélation avec la proline et aux sucres totaux, ainsi que la teneur en eau des feuilles et
I’¢élongation racinaire. Concernant le bl¢ tendre, seuls certains paramétres ont été affectés (ER,
TER, la proline et MDA\) suite a I'exposition au NPs ZnO et la réponse n'a pas suivi un schéma
dose-réponse régulier.

Pour les deux espéces végétales, blé tendre et colza, on n’a pas observé une corrélation
positive entre I’augmentation de la concentration de NPs ZnO et la réponse des plantes. Nous
avons observé que les concentrations C2 (0.175 g/kg), C3 (0.875 g/kg), C4 (4.375 g/kg) et C5
(21.875 g/kg) ont montré des effets toxiques pour le cresson. Par contre ces effets toxiques se
sont manifestés chez le blé tendre et le colza pour les concentrations C4 (4.375 g/kg) et C5
(21.875 g/kg) seulement. La plus faible concentration en NPs ZnO C1 (0.035 g/kg) a provoqué
une augmentation de taux de chlorophylle pour le cresson et le colza et une diminution
significative de MDA pour le blé tendre.

La grande variabilité observée dans les réponses rend difficile de définir un mécanisme
d'action. Des différences étaient prévisibles et attendues car l'altération des paramétres
biochimiques dépend fortement des propriétés physico-chimiques du substrat, des espéces
végétales et de I'état végétatif.

L’impact des nanoparticules métalliques est fortement 1ié a leurs formes géométriques,
parameétres non pris en compte dans cette étude. De méme, la toxicité des nanoparticules dépend

de la taille ou de I’état d’agglomération. Ces deux observations ont fait I’objet de publications.
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De ce fait, les différentes conditions expérimentales peuvent également induire des résultats de

d’écotoxicité différents. Il faut aussi signaler que notre expérience a porté sur une durée

relativement courte et des concentrations tres fortes (C4 (4.375 g/kg) et C5 (21.875¢/kqg)) par

rapport a ceux rapportés par la littérature.

Perspectives

Cette premiére approche nécessite un approfondissement de 1’aspect expérimental afin de

mieux cerner I'influence des NPs ZnO sur la germination et le développement de diverses

especes veégetales. Des perspectives d’étude s’imposent et nous nous proposons les

investigations suivantes :

v

N N NN

Caractériser les particules NPs ZnO du point de vue taille, forme, surface,
agglomération...

Quantifier les biomarqueurs de stress enzymatique comme la catalase (CAT), la
peroxidase (POX) et la superoxyde dismutase (SOD)...ect

Quantifier ’impact sur les antioxydants de la plante ;

Qualifier le Zn et le ZnO dans le milieu et les différentes parties racinaires et aériennes
de la plante (translocation et bioaccumulation) ;

Définir la concentration exacte qui a un effet bénéfique sur différentes espéces
végetales ;

Définir la concentration exacte qui a un effet toxique sur différentes espéces végétales ;
Prolonger la durée d’exposition des végétaux aux PNs Zn ;

Etendre I’é¢tude a d’autres réponses biologiques et biomarqueurs ;

Observer I’effet combiné des NPs ZnO avec d’autres parametres environnementaux

comme la température, la lumicére, la nature du substrat...
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RESUME :

L’utilisation croissante de nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs ZnO) et leur rejet dans le
I’environnement a créé le besoin d’évaluer leur impact sur la croissance et le développement des plantes.
Comprendre les effets des nanoparticules est crucial pour I'évaluation des potentiels risques
environnementaux pour la sécurité alimentaire et la santé humaine, car les plantes sont a la fois fondamentales
pour les écosystémes et la principale source alimentaire de I’Homme. L'objectif de cette étude est 1’évaluation
des effets toxiques des NPs ZnO sur la germination des graines, la croissance des pousses (élongation
racinaire et foliaire), les paramétres physio-morphologiques (teneur en eau racinaire et foliaire et la teneur en
chlorophylle) et les parametres biochimiques, y compris la proline, les sucres totaux et la malondialdéhyde
(MDA). Les tests ont été menés sur trois especes, le blé tendre (Triticum aestivum L.), le colza (Brassica
napus L.) et le cresson (Lepidium sativum L.), cultivées dans des pots contenant du terreau artificiel contaminé
par des NPs ZnO a des concentrations de 0, 0.035, 0.175, 0.875,4.375 et 21.875 g/kg de ZnO. Les résultats
révelent que les nanoparticules ZnO n’ont aucun effet sur la germination des graines. Seul le cresson a montré
des taux élevés de biomarqueurs de stress (MDA et proline) et de sucres totaux avec une corrélation dose-
réponse positive. Le colza a fourni des réponses similaires a celles du cresson a I’exception du MDA qui n’est
pas corrélé a la proline et aux sucres totaux, ainsi qu’a la teneur en eau des feuilles et 1’élongation racinaire.
Quant au blé tendre, les paramétres élongation racinaire, la teneur en eau des racines, la proline et le
malondialdehyde (MDA) ont été affectés mais la réponse n'a pas affiché le schéma dose-réponse prévue. Les
concentrations 0.175, 0.875, 4.375 et 21.875 g/kg ont provoqué des effets toxiques pour le cresson. Par contre
pour le blé tendre et le colza, seules les concentrations 4.375 et 21.875 g/kg, ont engendré des effets. La plus
faible concentration en NPs ZnO (0.035 g/kg) a provoqué une augmentation du taux de chlorophylle pour le
cresson et le colza puis une diminution significative du MDA pour le blé tendre. Ainsi, via les parametres
évalués, les trois espéces végetales testées ont répondu différemment a 1’exposition aux NPs ZnO.

Mots clés : znO, nanoparticules, blé tendre, colza, cresson, sucre totaux, MDA, chlorophylle, élongation
racinaire et foliaire, teneur en eau des racines et des feuilles.
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