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Résumé

Le cadmium est un élément non essentiel provoquant de graves symptémes de toxicité chez
les plantes, en plus de poser des problémes de santé dangereux en raison de son accumulation
dans les organismes animaux et chez I’humain a travers la chaine alimentaire. Les
nanoparticules (NPs) sont recemment utilisées comme une nouvelle stratégie pour améliorer
directement le stress du Cd et agissent comme des nano-engrais. Le but de la présente étude est
d’explorer les effets des nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs ZnO) a différentes concentrations
(50, 100, 150, 1000 mg/kg du sol) sur la germination, 1’¢longation foliaire, le poids frais des
feuilles, les teneurs en chlorophylle a, b et totale, les protéines, la malondialdéhyde (MDA)
chez le colza (Brassica napus L.) sous stress cadmique (2mg/kg du sol). A cet effet, les graines
de colza exposées au Cd sont traitées via des concentrations de NPs ZnO pendant45 jours dans
des pots contenant du sol provenant de Guelma. Les plantes de colza supplémenté en NPs ZnO
sous la toxicité de Cd ont révélé des différences des taux de germination non significatives des
graines du colza. Les NPs ZnO ont des effets positifs par rapport a la concentration contréle
(C : 2 mg/kg du sol) sur le poids frais des feuilles & 150 mg/kg, la teneur en chlorophylle, et en
protéines. Les NPs ZnO ont considérablement empéches les augmentations de MDA qui montre
directement une diminution de taux de peroxydation lipidique qui peut refléter de maniére

critique I'apparition d'un niveau de stress oxydatif dans les cellules.

En conclusion, 1’application de nanoparticules de ZnO au sol contaminé par le Cd s’avere
trés efficacité pour améliorer le poids frais des feuilles de colza, la photosynthese, le taux de
protéines et 1’activité des enzymes antioxydantes. Cela peut €tre attribu¢ principalement a la

réduction des dommages oxydatifs induite par la supplémentation en NPs ZnO.

Mots-clefs : cadmium, nanoparticules, ZnO, colza, germination, élongation foliaire,

poids frais des feuilles, chlorophylle, protéines, MDA.
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Introduction

Les ¢léments traces toxiques pénétrent continuellement dans 1’environnement par les
activités humaines. La majeur partie des éléments toxiques se retrouvent dans le sol et sont
accumulés par les cultures si elles sont cultivées sur un tel sol (Rizwan et al,. 2017a). Le
cadmium (Cd) est I’un des éléments traces les plus toxiques, répandus et non essentiels pour la
croissance des plantes (Baycu et al., 2017) alors que le zinc (Zn) fait partie des nutriments
essentiels nécessaires a la bonne croissance des plantes (Cakmak et kutman, 2018).

En raison de la similitude entre le Zn et le Cd, ces éléments interagissent entre eux dans le
sol, a la surface des racines et par translocation au sein de la plante (Wang et al., 2018). En
raison du comportement antagoniste du systéeme sol-plante, les études ont mis en évidence que
le Zn pouvait diminuer I’accumulation de Cd dans les plantes (Rizwan et al., 2019Db).

Différents méthodes et formes ont été utilisées pour I’approvisionnement en Zn des plantes
(Rizwan et al., 2019b). Récemment, 1’application d’éléments nutritifs dans 1’agriculture sous
forme de nanoparticules (NPs) est considérée comme un moyen efficace d’améliorer les

croissances des cultures (Rizwan et al., 2017b).

Les nanoparticules manufacturées de différents oxydes métalliques sont rejetées
involontairement dans l'environnement pendant leur production, leur utilisation et leur
élimination, comme le traitement des eaux usées, le recyclage, l'incinération des déchets et la
mise en décharge (Keller et al., 2013). Les NPs ZnO sont largement synthétisées et utilisées
dans les industries telles que la cosmétique, les pigments photocatalyseurs et I’industrie
pharmaceutique (Sturikova et al., 2018). Parmi les NPs a base de métaux, 1’application des NPS
a base d’oxyde de zinc (ZnO) comme engrais dans 1’agriculture suscite un intérét croissant
(Rizwan et al., 2019a). Elles peuvent jouer un réle 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 determiner leurs effets des sur les plantes (Lin et Xing, 2007 ; Lopez-Moreno et al., 2010).
Les nanoformes des éléments peuvent alors réduire les pertes des nutriments et augmenter la

croissance des cultures (Dimkpa et al., 2017).

De nombreuses études ont souligné les impacts des NPs ZnO sur les cultures, en particulier

dans les solutions nutritives, les milieux gélosés et les sols artificiels (Garcia Gomez et al.,
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2018). Cependant peu d’études ont été rapportées concernant les impacts des NPs ZnO dans le
systeme sol-plante (Hussain et al., 2018).

Il a été rapporté que des concentrations élevées de NP ZnO (>500 mg/kg) sont toxiques pour
les plantes, tandis que les faibles concentrations sont bénéfiques selon les espéces végetales et
I’environnement de croissance (Pullagurala et al., 2018). Par conséquent, les concentrations
¢levées de NPs doivent étre évitées dans 1’agriculture, car les plantes nécessitent une
concentration appropriée de micronutriments tels que le Zn pour une croissance normale, ce qui
justifie I’application de NPZnO a faible concentration pour une croissance correcte des plantes
(Sturikova et al., 2018). Ainsi, de faibles concentrations de NPs pourraient étre combinées avec
d’autres amendements pour réduire 1’accumulation de Cd dans les cultures (Ali et al., 2019).

Les plantes sont une composante fondamentale des écosystemes 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
modele sont recommandées comme systeme d'essai biologique de premier niveau pour définir

la toxicité possible de divers nanomatériaux (Ghosh et al., 2019).

Le colza (Brassica napus L.) est une matiere premiére pour l'alimentation humaine dans la
production de margarine et des huiles de cuisson (Gokavi et al., 2004). Cette espece est utilisée
avec succes comme organisme modeéle pour les études écotoxicologiques. Cependant, un
nombre limité d’études a été menée sur les effets combinés du Cd et des nanoparticules ZnO a
différentes concentrations sur le colza, 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 simultané du Cd et des NPs ZnO sur le colza. Nous nous proposons d’évaluer
I’influence de cadmium en présence des concentrations croissantes de ces nanoparticules sur
certaines parametres biométriques, physio-morphologiques et biochimiques de 1’espece
Brassica napus L..

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

Suite a I’introduction, le premier chapitre est une synthése bibliographique ou la premiére
partie présente des notions générales sur le cadmium et les nanoparticules d’oxyde de zinc et la
deuxieme partie est consacrée a la présentation genérale du modele végétale (colza), notamment

son origine et ses utilisations dans le domaine des études écotoxicologues.
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Le deuxieme chapitre intitulé « matériel et méthodes » est un exposé de la démarche
scientifique adoptée ou sont décrits 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 1’illustration des résultats obtenus via
la démarche expérimentale ainsi qu’a leur discussion.

Enfin, une conclusion générale est consacrée & 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.



Chapitre | :
Synthese bibliographique
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I Synthese bibliographique
Lorsque les plantes sont exposées aux métaux lourds, elles réagissent de facon différente
selon les variétés. Certaines sont peu ou pas tolérantes et meurent au contact des métaux lourds.
D'autres ont des réactions de défense, qui freinent lI'absorption pour réduire la mobilité des
éléments traces. D'autres enfin, sont tolérantes aux métaux, et peuvent méme les accumuler.
Dans ce premier chapitre, nous présenterons, les effets combinés du cadmium et des

nanoparticules d’oxyde de zinc sur la germination et la croissance des plantes de colza.

Les métaux lourds (la communauté scientifique préfére 1’appellation : Eléments Traces
Meétalliques (ETM)) sont des éléments métalliques ayant un poids atomique élevé et une densité
au moins cinq fois supérieur a celle de I’eau. Leurs multiples applications ont conduit a leur
large distribution dans le milieu. Ces éléments sont considérés comme des toxiques systémiques

connus pour induire des dommages sur la santé humaine et 1’environnement (Hodson, 2004).

.1 Lecadmium

Le cadmium n'est pas essentiel au développement des organismes animaux ou végétaux. En
revanche, ses propriétés physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du calcium, lui
permettent de traverser les barriéres biologiques et de s'accumuler dans les tissus (McLaughlin
etal., 2011).

1.1.1 Définition du cadmium

Le cadmium (Cd) est un métal blanc argenté ayant des propriétés physiques proches de celles
du zinc (Zn) (Sarkar et al,. 2002). On rencontre en général le Cd a 1’état de sulfure et il est
souvent présent comme impureté dans le minerai de Zn appelé sphalérite (Lymburner, 1974).
Le cadmium est un métal peu répandu a I’état naturel et présent a 1’état d’impuretés dans divers
minerais. Les minéraux les plus importants contenant du cadmium sont la greenockite (CdS),

tres souvent associée a la sphalérite (ZnS), et I’otavite (CdCOz) (Andujar et al., 2010).

.1.2 Cadmium dans le sol

La teneur médiane en Cd de la crodte est de 0,2 mg/kg. Dans les sols, le Cd est présent a des
concentrations de 0,01 a 1 mg/kg avec une moyenne mondiale de 0,36 mg/kg. Les intemperies
peuvent conduire a des concentrations de Cd allant jusqu'a 5 pg/l dans I’eau du sol et jusqu'a 1

pg/l dans les eaux souterraines (Kubier et al., 2019).
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Dans les sédiments, on estime le stock de cadmium naturel & une teneur inférieure & 0,2
mg.kg . Dans les sols, le cadmium est considéré comme un élément relativement mobile par
rapport a d’autres métaux en traces tels que le cuivre ou le plomb (Bourrelier et Berthelin,
1998). Son comportement dans la solution du sol (disponibilité au transport ou immobilisation)
et aux interfaces solution/solide et solution/plante (phytodisponibilité¢) dépend d’un grand
nombre de parametres bio-geochimiques liés a la nature du sol, au contexte microbiologique,
et aux formes chimiques du métal dans la solution du sol et associé a la phase solide. Le
cadmium forme des complexes avec les principaux acides organiques carboxyliques (acide
citrique, oxalique, malique, etc.), susceptibles de se trouver dans les zones superficielles des
sols cultivés. Ces associations modifient son comportement aux interfaces et peuvent faciliter,
dans certaines conditions (formations de complexes stables), son entrainement avec la phase
liquide. Le trés faible produit de solubilité du carbonate de Cd (CdCQO3) limite fortement la
concentration du métal en solution dans les sols calcaires. Dans ce cas, les carbonates (CaCOs,
(Cax,Mgy) COs3, etc.) constituent également une phase de sorption dominante qui controle la
distribution de 1’¢lément et sa mobilit¢ dans le milieu (Martin-Garin, 2000). D’autres
constituants solides du sol sont susceptibles d’interférer avec le cadmium et de limiter sa
mobilité. On retiendra principalement le r6le joué par la matiere organique et par les argiles
(par ordre croissant d’affinité kaolinite < illite < smectite) ainsi que I’importance du pH et de
la composition cationique de la solution du sol (notamment Ca 2*, Mg 2*, Al 3* et Fe %) dans le

contrble de ces réactions aux interfaces solide/solution (Martin-Garin et Simon., 2004).

»  Fond pédogéochimique et source de contamination du sol

En anglais c’est le « background concentration ». La dénomination exacte en francais est
« fond géochimique » ou « concentration de fond naturelle » (FPGN). Chandesris et al. (2013)
définissent le fond géochimique naturel en métaux dissous comme étant « la concentration
naturelle en métaux dissous issue de ’altération des roches, de 1’érosion et des retombées de
poussieres naturelles ». La concentration de cadmium dans les sols arables a attiré I’attention
du grand public en raison de son effet direct sur la concentration du Cd dans les aliments (Zhang
etal., 2014).

Le cadmium est un élément non essentiel largement répandu dans 1I’environnement, a la fois
géogénique et anthropique. A I'échelle mondiale, il y a cing grands domaines d'utilisation du
cadmium : les piles Ni-Cd (qui représentent pres de 50 % de la consommation mondiale de
cadmium), les enduits (20 %), les pigments (18 %), les stabilisants dans les plastiques et les

produits synthétiques (6 %) et les alliages (6 %). On retrouve également de petites quantités de
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cadmium dans d’autres produits fabriqués comme les tubes-images de téléviseurs, les radiateurs
d'automobile, et commande et réacteurs nucléaires (Gouvernement Canade, 1994).

Les sources anthropiques peuvent augmenter les concentrations de Cd dans les sols et les
eaux souterraines, qui sont importantes pour maintenir des approvisionnements sains en

nourriture et en eau potable (Kubier et al., 2019).

»  Spéciation du cadmium
Le cadmium n'existe pas a I'état natif. Son minerai, la greenockite (CdS), est trés rare et
inexploité (Wedepohl, 1995). Le cadmium est présent dans présque tous les minerais de zinc
(la teneur en cadmium varie de 0.01 a 0.05%). Le cadmium est également présent dans des
minerais de plomb et de cuivre, ainsi que dans des phosphates naturels (Hurlbut et Klein, 1982).
Dans les eaux naturelles ’ion Cd?* prédomine en-dessous de pH 8, alors que CdCOs est
prédominant entre les pH de 8 a 10 unités (Hem, 1972). Dans sa spéciation, il est généralement
considéré comme dissous, seules les rivieres tres riches en matieres en suspension ou des eaux
proches du fond des rivieres, peuvent présenter du Cd adsorbé a la fraction solide
(Lietal., 1984). L’adsorption du Cd dans la fraction solide est considérée comme étant un enjeu
majeur pour expliquer la concentration de cet élément dans les eaux naturelles (Lum, 1987).
La spéciation du cadmium est la définition de la forme chimique ou de la phase porteuse,
dans laquelle se trouve I'élement (forme ionique, structure moléculaire, association physique,
support minéral ou organique) dans un milieu donné. Cependant, ce terme est surtout réservé a
la définition des formes chimiques de I'é1ément quand celles-ci sont bien séparées et identifiées.
Par exemple pour le Cd : Cd2 *, CdCI*, CdSO0s4, etc. Cette spéciation est alors réalisée
principalement en solution. La forme chimique des éléments, la nature et la localisation
physique des parties du sol ou se trouvent les éléments sont déterminantes pour la mobilité, que
ce soit sous forme dissoute ou particulaire.
Divers facteurs influent sur la forme chimique du Cd dans les sols et la phytodisponibilité.
Ils sont liés principalement au sol lui-méme et a la plante considérée (fig. 1). Le terme « terre»
sera préféré a « sol» lorsqu'il s'agit d'études sur des échantillons de sol et non de caractéristiques

des sols en général (Gérard, 2000).
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Figure 1 : Facteurs influant sur la phytodisponibilité des éléments traces métalliques (Gérard,
2000).

1.1.3 Cadmium dans la plante

En raison de ses conséquences toxiques importantes sur les plantes, le Cd a été I'un des
métaux les plus étudiés. Cependant, des stratégies durables pour la minimisation des impacts
du Cd dans les plantes a été peu explorée (Asgher et al, 2014). Le cadmium est toxique pour
les plantes (Gupta et Gupta, 1998). Bien qu’aucune fonction physiologique du Cd ne soit
connue dans les plantes, il peut facilement étre absorbé par les plantes a des niveaux toxiques.
Cd*? est la forme prédominante de cadmium dans la solution du sol (Tudoreanu et Phillips,
2004) et peut pénétrer dans les cellules racinaires par des transporteurs ou des canaux ou des

protéines (Asgher et al, 2014).

»  Effet du cadmium sur les plantes
Les symptomes de la toxicité du cadmium sont facilement identifiables (Das et al., 1997).
L’effet induit par les métaux lourds est plus prononcé au début du développement des plantes.
La mobilité et la disponibilit¢ des métaux lourds dans les plantes dépendent d’une série de
facteurs, tels que le pH du sol, la teneur en matiére organique, la composition granulométrique
du sol, etc. (Wyszkowska, 2013). Chez de nombreuses autres especes, la toxicité diminue
probablement avec la température. L.’augmentation du pH augmente généralement la mortalité

dans un large éventail d’espéces (Das et al., 1997). Le Cd peut engendrer des consequences
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biochimiques, physiologiques, et moléculaires sur la plante (Gill et al., 2012). Il est facilement
absorbé par les racines et distribué dans toute la plante (Koeppe, 1977).

Le cadmium, métal phytotoxique fort, provoque une inhibition de la croissance et peut
entrainer la mort de la plante. Le cadmium est toxique pour la plupart des plantes cultivées a
des concentrations de Cd de plus de 5-10 ug.g 'poids sec de feuille sauf pour certaines hyper-
accumulatrices de Cd qui peuvent tolérer des concentrations de Cd de 100 pg.g™' poids sec de
feuille (Gill et al., 2012).

Haghiri (1973) a signalé qu’une teneur ¢levée en cadmium dans le milieu de culture inhibe
I’absorption du fer par les plantes. Il a été démontré que le Cd interfére avec 1’absorption, le
transport et ’utilisation de plusieurs ¢léments (Ca, Mg, P et K) et de 1’eau par les plantes
(Sharma et al, 1985). Un apport limité en eau, ainsi que 1’inactivation de la mobilisation de
I’amidon dans I’endosperme suivie d’un transfert altéré des sucres solubles vers 1’axe
embryonnaire de la graine peuvent contribuer a aggraver la faim sur I’axe embryonnaire
(Kuriakose et Prasad, 2008). L exposition au Cd a long terme réduit 1’allongement des racines
et des pousses des plantes, et provoque I’enroulement des feuilles (Abbas et al., 2017). La
toxicité du cadmium minimise la division mitotique des cellules méristématiques, ce qui
conduit a une réduction de la longueur des racines et de la biomasse séche, et améliore le
diamétre des racines (Seth et al., 2008). La toxicité du Cd entraine des modifications de
I’ultrastructure chloroplastique ayant une faible teneur en chlorophylle, ce qui provoque une
chlorose et minimise 1’activité photosynthétique (Miyadate et al., 2010). Chez les plantes, les
symptdmes les plus généraux sont le rabougrissement et la chlorose. La chlorose, par exces de
cadmium, semble étre due a une interaction directe ou indirecte avec le Fe foliaire (Das et al.,
1997). Racine et Harrist (1975) ont estimé que la chlorose induite par le Cd dans les feuilles de
mais pourrait étre due a des changements dans les rapports Fe/Zn. Chez d’autres, la toxicité du
Cd semble induire une carence en phosphore ou réduire les problemes de transport du
manganése (Goldbold et Huttermanne, 1985). La toxicité du cadmium a révélée une diminution
de I’absorption des minéraux et de la photosynthése chez les plantes (Rizwan et al., 2016). Une
concentration relativement faible de Cd peut également altérer le métabolisme des plantes
(Younis et al., 2016). Plusieurs symptdmes : chlorose, la dessiccation, le rabougrissement, et la
nécrose sont observeés dans les plantes. Ces dernieres peuvent présenter ces symptomes toxiques
lorsque la concentration de Cd dans les tissus des végétaux dépasse de 3 a 30 mg.kg ™' (Ismael
et al., 2018). Le Cd peut provoquer une diminution de 1’assimilation de I’azote et du carbone,
et intervenir dans I’activité des antioxydants (Rizwan et al., 2017). Le cadmium peut réduire

I’activité enzymatique du nitrate réductase dans les pousses et minimiser I’absorption du nitrate
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et son transport des racines aux parties aériennes (chez Silene cucubalus L.) (Tran et Popova.,
2013). La compétition est forte entre les nutriments des plantes et les ions Cd pour des
transporteurs membranaires similaires (Zhao et al., 2005). Une grande partie de la recherche
physiologique sur le mécanisme de la toxicité du Cd a impliqué une seule espece ou variété

vegetale (Sharma et al, 1985).

»  Absorption du cadmium par la plante
Le cadmium est présent dans le sol principalement sous forme insoluble et n’est pas
biodisponible pour les plantes. Cependant, les plantes peuvent augmenter la solubilité du Cd en
libérant les exsudats racinaires qui modifient le pH de la rhizosphere (Clemens et al, 2013).

L’absorption de Cd (fig. 2) se produit pricipalement par les voies apoplastiques (Peer et al,
2005).

Plasmodesme

f— = Paroi cellulaire

Cytoplasme

l " Vacuole

Voie de I’ apoplaste (A travers la paroi cellulaire)

Voie de symplaste (A travers le cytoplasme)

Figure 2 : Transport radial de 1’eau et des minéraux dans la racine (Ismael et al., 2018).

Le Cd?* pénétre dans les cellules végétales par les canaux ioniques du Fe?*, Zn?*, et Ca?*
(Curie et al., 2009). Les transporteurs de Zn sont connus pour transporter le Cd lorsque la
concentration de Cd est au moins 100 fois plus élevée que celle de Cd dans le milieu
(Song et al., 2016). Des interactions entre Zn et Cd se sont produites dans I’absorption de
cadmium (Chancy et Harnick, 1978). Ainsi, le Cd?* pénétre dans la couche épidermique
racinaire via les protéines Yellow-Stripe 1-Like (YSL) sous forme de chélates (Seregin et

Kozhevnikova., 2004). Apres passages a travers toutes les barriéres depuis la surface radiculaire
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jusqu’au cortex radiculaire, les ions métalliques pénétrent dans le symplaste et sont transportés
vers les éléments de la stele et du xyleme (Akhter et al., 2014).

L’absorption de cadmium semble étre passive (Cutler et Rains, 1974) ; elle augmenterait
avec la diminution du pH du sol (Miller et al, 1976) et diminuerait avec 1’augmentation de la
capacité d’échange cationique du sol (Haghiri, 1974). Lorsque le Cd entre dans la racine, il
forme un complexe avec divers agents chelatants. Ces complexes sont immobilisés dans la paroi

cellulaire, cytoplasme ou vacuoles, perdant ainsi leur toxicité (Ali et al, 2013).

»  Distribution du cadmium dans la plante

Le cadmium est I'un des métaux lourds les plus dangereux en raison de sa grande mobilité
et de la faible concentration a laquelle ses effets sur les plantes commencent a se manifester
(Barcelo et Poschenfieder, 1992). Le Cd est transporté dans les tissus sous forme ionique libre
(Leita et al., 1992) ou complexé (Salt et al,. 1995). Néanmoins, il peut étre immobilisé dans la
racine par des groupements pectiques et thiolates. Dans le xyleme, le Cd peut étre transporté
sous forme liée avec des ligands ou organiques (Salt et al., 1995) ou sous forme libre et peut
alors étre piége par des groupements (COQ"), ce qui limite son transfert. Il semble cependant
que la plupart du temps, le Cd soit transporté dans les tissus sous forme complexée, certains
facteurs affectant la stabilité de ses complexes (Mullins et al., 1986). Zn?* a peu de capacité a
inhiber le transfert de Cd?* dans le riz mais inhibe clairement 1’absorption de Cd chez d’autres
espéces végétales (Chaney et al., 2015). Le cadmium présent dans 1’espace apoplasmique est
transporté via des transporteurs membranaires plasmiques vers le cytosol (Erickson, 1986),
alors que la plupart de ces transporteurs sont capables de transporter a la fois le Zn et le Cd
(Morel et al., 2009).

>  Détoxification et tolérance au cadmium chez les plantes

L’accumulation de Cd entraine divers effets toxiques chez les plantes (biochimiques,
physiologiques, moléculaires, niveaux de croissance). Les mécanismes de détoxification
peuvent étre I’évitement ou la tolérance au stress (Choppala et al., 2014 ; Jan et Parray, 2016).
Ces mécanismes fonctionnent soit en complete coordination pour minimiser 1’absorption du Cd
ou annuler les effets du Cd a I’intérieur de la plante (DalCorso et al., 2010). Différentes voies
de signalisation (ex. voie de la calmoduline calcique, ROS surproduction et synthese de
phytohormones) chez les plantes sont activées lors de I’exposition au Cd (Ghosh et Roy, 2019 ;

Maksymiec, 2007).
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Le stress du Cd affecte les plantes et induit des mécanismes de détoxification. La tolérance
des plantes au Cd est renforcée par la production rapide de phytochélatines (PC), la compétition
pour les transporteurs de métaux (ex. Ca®*, Mg?*, Zn?* et Fe?*), la synthése d’antioxydants et
la restauration des pigments végetaux (Shahid et al., 2019 ; Shanmugaraj et al., 2019). Les
plantes font face au stress du Cd par la chélation, I’induction d’enzymes et de protéines

antioxydantes et la compartimentation vacuolaire (Clemens et al., 2002).

»  Organes d’accumulation du cadmium

La séquestration et I’accumulation du cadmium permettent a la plante une détoxification de
ses cellules. Les végétaux ont une capacité plus ou moins grande a accumuler le Cd. Les plantes
fourragéres ne contiennent souvent pas plus de 0,3 mg de Cd par kg de matiere seche (MS) (Wu
etal., 1989).

Les composés qui fixent le Cd dans les graines matures au cours de leur développement ne
sont pas connus. Le Cd peut se lier aux phytates (myo-inositolhexaphosphate) dans les cristaux
globoides dans les corps protéiques des graines en développement (Welch, 1986). Lors de leurs
travaux sur les tissus racinaires de divers especes végétales, Van Stevenick et al. (1994) ont
rapporté que des dépdts globulaires de phytates contenant du Zn se formaient dans de petites
vacuoles de cellules racinaires dans la zone d’¢longation des racines de soja, de mais et de blé.
Cependant, le Cd n’était pas lié¢ a 1’acide phytique dans ces petites vacuoles des cellules
racinaires. Alternativement, le Cd pourrait étre lié aux métallothionéines de classe 2 dans le
développement des graines, car des genes pour I’expression de ces protéines riches en
sulfhydryle (connues pour lier le Zn) ont été signalés dans les graines de certaines especes
vegetales, y compris celles du blé et du mais (Welch et Norvelle, 1999). Le Cd s’accumule plus

dans les feuilles et les tiges que dans les organes reproducteurs (Sameni et al., 1987).

.2 LeZinc
Le zinc fait partie des €léments essentiels pour I’homme, les animaux et les plantes. Il est
contenu dans certaines enzymes et il est indispensable pour beaucoup de processus biologiques

et biochimiques.

1.2.1 Definition
Le zinc, élément du groupe IIB du tableau périodique, de masse atomique 65,38 g/mol,

posséde une densité élevée de 7,14 g.cm=. (Finney et O'Halloran, 2003). Le zinc est un métal
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ductile, bleu gris, moyennement réactif, qui se combine avec I'oxygene et d'autres non-métaux,
et qui réagit avec des acides dilués en dégageant de I'nydrogene. La teneur moyenne en zinc de
la cro(te terrestre serait comprise entre 70 et 132 mg/kg (Richardson et al. 2001). Le zinc
posséde cing isotopes stables. Leurs masses et abondances naturelles sont : %4Zn (48,27 %),
%7n (27,90 %), ®8Zn (18,80 %) et °’Zn (4,10 %) et "°Zn (0,63 %) (Vallee et Falchuk, 1993).

1.2.2 Zinc dans le sol

La teneur moyenne en zinc de la lithosphere est en genéral de 50 mg/kg environ et les
variations ne sont pas tres importantes : de 10 a 150 mg/kg. La teneur en zinc de la roche-mére
dépend de son origine géologique (Berthet et al, 1984). Les minerais de zinc les plus répandus
dans la nature sont le sphalérite (ZnS) et le smithsonite Zn(COs3). Les principaux apports de
zinc anthropiques sont les déchets agricoles qui représentent (61%) de la pollution totale suivis
par les déchets urbains (20%) et les retombées atmospheriques (18%) (Feix, 1998).

1.2.3 Zinc dans la plante

Le zinc est indispensable pour la croissance et la reproduction normale des plantes
(Sadeghzadeh, 2013).

> Roledu Zn

Cet ¢élément est requis en faible quantité afin de permettre, d’une part, le fonctionnement
normal de plusieurs voies physiologiques des plantes et d'assurer, d’autre part, l'intégrité
structurale et fonctionnelle des membranes. Le Zn a un réle important dans la régulation de la
croissance des plantes et celle de I'expression des génes. Il intervient aussi dans les différentes
voies métaboliques telles que l'activité de phytohormones, la synthése des protéines, la
photosynthése, le métabolisme des glucides, la défense contre les maladies et aussi dans la

fertilité et la production de semence (Sadeghzadeh, 2013).

>  Exces de zinc
D’apres (Loué, 1993) En quantité excessive dans le sol, le zinc peut devenir toxique pour
les plantes. La toxicité de Zn concerne généralement des sols acides ou des cultures sur
solutions nutritive. L’exceés de Zn se traduit par des teneurs en Zn anormalement élevées
(supérieures a 400 ppm) dans la plante. Un déséquilibre nutritionnel peut en résulter et il est

démontreé que les teneurs en P et Fe des tissus végetaux sont diminuées.

12



Synthese bibliographique

»  Carence en Zinc
Le mais et le lin sont les plantes annuelles, les plus sensibles a la carence en zinc. Chez les
especes ligneuses il faut citer le pommier, le poirier, la vign, etc, avec un symptéme commun,
la « maladie des rosettes ». Les entre-nceuds sont raccourcis, les feuilles sont petites, cassantes,
a bord ondulé avec parfois des plages chlorotiques ; elles sont groupées en rosettes. Les feuilles

sont petites et déformés (Coic et Coppenet, 1989).

»  Toxicité du Zinc

Les symptdmes de toxicité au Zn chez les plantes sont observés par un retard de croissance
et de flétrissement des parties aériennes (Broadley et al.,, 2007). Un autre symptéme
fréguemment observé est la chlorose, qui entraine un jaunissement des feuilles entre les
nervures. Un excés de Zn perturbe le bon fonctionnement cellulaire en dégradant les
chloroplastes et I’absorption de minéraux tels que le phosphore, magnésium et manganeése, ce
qui perturbe la synthése de chlorophylle (Chaney, 1993).

Les effets cytotoxiques du Zn sur les plantes sont multiples. La modification majeure
concerne le noyau des cellules de I’extrémité des racines. La chromatine est fortement
condensée et certaines des cellules corticales montrent la rupture et la dilatation de leur
membrane nucléaire en présence de 7,5 mM de zinc. De plus, le cytoplasme change de structure,
avec une désintégration d’organites et le développement de vacuoles (Garty et al., 1992; Rout
et Das, 2009).

Le Zn a pH basique peut précipiter comme hydrozincite (Zns(OH)s (CO3). ou comme
Zn(OH)2. Par contre, dans les sols acides ou neutres, le Zn est I’'un des éléments traces les plus
mobiles (El Zahaby, 1998 ; Ashley, 1996). Dans les sols riches en matiére organique, 1’ordre
de stabilité du métal complexé avec la matiére organique suit la série d’Irving-Wiliams :
Fe¥*>APR*>Cu?">Ni*">Co?*>Ca?*>Zn?*>Mn?*>Mg?*. Par rapport a un type de ligand donng,
I’ordre de la série est celui de la diminution du rayon ionique du métal (Ashley, 1996). Par
ailleurs, certaines études (Harita et al., 1990) montrent que le Zn ne se complexe pas avec la

maticre organique et que le principal mode de rétention du Zn dans le sol est I’échange ionique.

1.2.4 Interaction entre cadmium et zinc
Le zinc et le cadmium présentent de nombreuses similitudes physiques et chimiques car ils
appartiennent tous les deux au groupe Il du tableau périodique. Ils se trouvent genéralement

ensemble dans les minerais et se font concurrence pour divers ligands. Ainsi, I’interaction entre
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ces deux ¢léments dans le systéme biologique est susceptible d’étre similaire. Le fait que le
cadmium soit un métal lourd toxique et le zinc un élément essentiel rend cette association
intéressante car elle souléve la possibilité que les effets toxiques du cadmium soient évitables
ou traitables par le zinc (Das et al., 1997). Hinesly et al. (1984) ont indiqué que 1’absorption de
cadmium et de zinc par les plantes dépendait du pH du milieu de culture. Ravers (1984) a
montré que le Cd avait des effets toxiques sur les plantes au niveau de la photosynthése et a
également indiqué divers changements dans les activites biologiques. Des études ultérieures ont
confirmé ces résultats et étendu I’interaction a d’autres effets toxiques du cadmium comme
I’inhibition de la prolifération cellulaire, 1’action cytotoxique (Rosas et al., 1984) et la
suppression de la croissance chez les plantes (Chancy et al.,, 1975). Les mécanismes
biochimiques de I’interaction Cd-Zn sont inconnus, mais divers processus cellulaires et
subcellulaires tels que le rapport Cd/Zn dans les tissus, I’induction de la synthese de différents
types de métallothionéine, Les caractéristiques de liaison de la métallothionéine, I’altération de
I’absorption et la distribution tissulaire d’un métal par un autre, et la compétition au niveau des
métalloenzymes, contenant du zinc est connue pour étre impliquée dans les interactions. Ces
derni¢res années, il a été suggéré qu’un complexe de liaison au Cd similaire a la
métallothionéine existe dans plusieurs plantes supérieures telles que la tomate
(Bartolf et al., 1980), le haricot rouge (Weigel et Jager, 1980) et le chu (Wagner, 1984). Par la
suite, Fujita et Kawanishi (1986) ont signalé la présence d’un autre type de complexe de liaison
au Cd nommé Cd-BPI dans le tissu racinaire de 1’acinthe d’eau cultivée dans un milieu
contenant du Cd?*. 11 est susceptible d’étre dégradé a la fois par 1’acide et le mercarptoéthanol
(Das., 1997). Dabin et al. (1978) ont conclu que le zinc et le cadmium sont liés a différents

ligands dans les racines de riz.

1.2.5 Formes chimiques du Zn dans le sol

D'une fagon générale, le Zn dans les sols est plutot lié aux silicates primaires, aux minéraux
argileux et a la matiére organique (Loué, 1993), L'espéce ionique la plus commune est le Zn*
Toutefois on peut retrouver d'autres espéces telles : Zn CI* ;ZnOH* ; Zn(OH)?, ZnO ; ZnCOs,
ZnHCO; (Kabata-Pendias et Pendias, 1992). et dans la solution du sol sous forme de Zn?* ou
plus souvent de complexe soluble avec les matiéres organiques (Barber et Silberbush, 1984).
La proportion de Zn complexe dans la solution de sol augmente avec le pH (5 a 90 %). Le Zn
échangeable diminue lorsque le pH augmente. Le Zn réalise aussi des complexes insolubles

avec les matieres organiques (Bourrelier et Berthelin 1998). La concentration minimale de Zn
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en solution est entre pH 7 et 8. La concentration en solution de Zn augmente fortement pour
des pH < 6 (OFEFP, 1996).

1.2.6 Définition et caractéristiques des nanoparticules ZnO

Une nanoparticule est une particule dont la taille est inférieure a 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) trés
importantes, de plusieurs centaines de metres carrés par gramme de particule. Cette surface
d’échange confeére aux nanoparticules des propriétés physiques et chimiques particulicres
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 thérapeutiqgues 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 I’organisme (Oberdorster et al., 2005).

L’oxyde de zinc est un composé chimique d'oxygéne et de zinc, corps ionique de formule
chimigque ZnO a poids moléculaire (81,39 g/mol). Généralement il apparait comme une poudre
blanche. C’est un composé amphoteére 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, 2006).

1.2.7 Origine et utilisation des nanoparticules ZnO
Les ZnO sont des nanoparticules manufacturées donc produites intentionnellement pour de

multiples usages (Lanone et Boczkowski, 2010).

» Industrie
Les ZnO ont une large gamme d’utilisation dans I’industrie agroalimentaire,
pharmaceutique, electronique, plastique, textile, matériaux de construction, etc. La nanopoudre
de ZnO est actuellement utilisée dans des produits tels que les plastiques, la céramique et le
verre. De plus, les 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
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propriétés réfléchissantes (Borm et al., 2006a). 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). 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. 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).

»  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 réle 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 utilises 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 nanopoudres peuvent également étre utilisées avec succés comme engrais et
pesticides (Selivanov et Zorin, 2001 ; Raikova et al., 2006). Les ZnO ont le potentiel
d'augmenter le rendement et la croissance des cultures vivriéres. 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 de ZnO. 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 ZnO se sont avérées efficaces

pour augmenter la croissance des tiges et des racines des arachides (Prasad et al., 2012).

1.2.8 Phytoxicité des nanoparticules ZnO
Certaines NPs d’oxydes métalliques auraient des effets positifs sur les plantes cultivées par
exemple : la pulvérisation de NPs TiO2 a la dose de 0,0025-0,4 % pourrait favoriser

significativement la croissance des épinards. Néanmoins de plus en plus de chercheurs
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rapportent la phytotoxicité des NPs a oxydes métalliques pour les plantes cultivés (Hong et al.,
2005).

La phytotoxicity des NPs ZnO chez Arabidopsis était beaucoup plus forte que celle des
solutions contenant la méme concentration de Zn soluble, mettant en évidence les effets les plus
importants dus a la forme nanoparticulaire (Lee et al,. 2010).

Les activités de la NADH oxydase et d’autres marqueurs de stress oxydatif ont augmenté
dans les racines, les tiges et les feuilles exposées pendant 15 jours aux NPs ZnO (5 et 50 mg/l).
La stimulation variait en fonction des doses de NPs ZnO (Cherningui et al., 2019).

La phytotoxicité de sept nanoparticules d’oxydes métalliques (NPs TiO2, NPs SiO2, NPs
Ce02, NPs Fe304, NPs Al203, NPs CuO et NPs ZnOQ) a été évalué sur deux plantes cultivées
(mai's et riz) ont montré que la germination des graines n’était affectée par aucune des sept NPs
d’oxyde métallique. Cependant a la concentration de 2000 mg/1, I’élongation des racines était

significativement inhibée par NPs CuO et NPs ZnO (Yang et al,. 2015).

1.2.9 Facteurs influencant la toxicité et la biodisponibilité des nanoparticules
ZnO

»  Taille des particules

Selon Borm et al. (2006b), les taux de dissolution des nanoparticules sont contr6lés 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 fixés. 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, I'augmentation de la superficie est une raison

importante pour induire des taux cinétiques de dissolution (fig. 3) (Mudunkotuwa et al., 2012).
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Figure 3 : Dissolution de nanoparticules de ZnO (concentration [Zn?*]
mesurée apres 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).

> 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 (Mahdavi et al., 2012 ; Sheela et al., 2012 ; Gagné et al., 2013),
modifiant leurs spéciations dans le milieu et donc leur biodisponibilité. Lorsqu'ils sont
internalisés, ces complexes NP-métal peuvent subir une dissociation suivie d'une dissolution
des NPs 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 (Gongalo et al., 2016).

»  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).
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>  Matiére organique
L'influence de la matiére organique naturelle sur la dissolution du ZnO dépend de la structure
chimique spécifique de la matiere 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 bloquant l'interaction avec les

molécules d'eau (Ma et al., 2013).

>  Phosphate
Le phosphate est un autre composant qui peut avoir une influence significative sur la

dissolution du ZnO par précipitation et/ou transformation microstructurale (Ma et al., 2013).

> Eclairage

Quelques études ont documenté que la toxicité des NPs de ZnO était considérablement
augmentée sous la lumiére 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 premiére fois
par Ma et al. (2011) qui ont rapporté que sous la lumiére naturelle du soleil, les NPs ZnO (60
et 100 nm) ont causé la mortalité du nématode Caenorhabditis elegans dans les deux heures
avec une CL50 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
étre photo-activées sous la lumiére visible et provoque des effets destructeurs sur les cellules
(Lipovsky et al., 2011) ou des bacteries (Sapkota et al., 2011).

1.2.10 Phytodisponibilité et bioaccumulation des nanoparticules ZnO

Les donnees disponibles sur l'effet des nanomatériaux sur la flore sont limitées
(Bernhardt et al., 2010). Cependant des travaux sur des végétaux 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).
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1.2.11 Mécanisme de défense des plantes contre le stress oxydatif

D’apres Kaya et al. (2015), les NPs ZnO engendrent un stress oxydatif aux végétaux et les
plantes photosynthétiques y sont plus exposées, en raison de leurs conditions oxygénées, de
I'abondance des photosensibilisants et des acides gras polyinsaturés (AGPI) dans la membrane
plastidiale. En présence de lumiére, les chloroplastes et les peroxysomes sont la principale
source de production des especes réactives de 1’oxygene (ROS) (Parent et al., 2008). Selon
Yadav (2010) I’augmentation des ROS expose la cellule au stress oxydatif provoquant la
peroxydation lipidique, la détérioration des macromolécules biologiques, le blocage des ions...
Les especes réactives de I’oxygeéne, 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, ’ADN et d’autres molécules. IIs 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
(Andre et al., 2010).

1.3 Colza

Les céréales et leurs dérivés constituent les principales ressources alimentaires de
I’humanité, en raison de leur source d’énergie et leur grande richesse en protéines, elles servent
également a 1’alimentation animale (15% de la production) et a des usages non alimentaires
(Benhamimed et Chaoui, 2016). Il faut étudierl’apport éventueldes cultures comme le colza
pour les rotations céréalieres en termes agronomiques mais aussi économiques et termes

environnementaux (Schneider et al., 2010).

1.3.1 Caracteristiques et origine du colza

Le colza, Brassica napus L. (fig. 4) appartient a la sous-tribu Brassicinae, a la tribu
Brassiceae et a la famille des Brassicaceae (cruciferes), 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 degre 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
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mais pas plus haut que les bourgeons terminaux, et s'ouvrent vers le haut a partir de la base du
racéme (Bennouna, 2018).

La culture des Brassica provient d’Inde, de Chine et du Japon. Leur continent d’origine serait
1’ Asie ou elles sont cultivées depuis quelques milliers d’années. Le mot chinois pour Brassica
serait apparu il y a 4500 ans (Bailleul, 2012).

Ce sont des plantes a croissance rapide et au cycle de vie court dont certaines espéces sont
utilisées en agriculture. Il est donc facile d’obtenir des semences qui ont un taux de germination
élevé, un avantage lorsque vient le temps de semer sur des grandes superficies
(Dambri et Karrad, 2021).

Figure 4 : Graines et plantes de colza.

1.3.2 Utilisations du colza
Le colza est destiné essentiellement a I’extraction de 1’huile a partir de ses graines pour des
fins alimentaires et industrielles, Les tourteaux obtenus apres extraction de 1’huile sont tres

riches en protéines et constituent un bon aliment pour le bétail (Nabloussi, 2015).

»  Phytoremediation
Le colza (Brassica napus L.) une plante idéale pour la phytoremédiation
(Zhang et Song, 2018). Plusieurs génes, semblent intervenir dans la détoxification du Cd (Zhang
etal., 2018b). D’aprés Ebbes et Kochian (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 ’argent.
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»  Industrie

Le colza est une source importante d'huile végétale comestible, de fourrage végétal,
d’alimentation animale, d'engrais vert et de biodiesel. 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 matiere premiére de choix pour
I'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 matiére premiere.
Gréace a sa composition spéciale en acides gras, il convient comme lubrifiant ou huile
hydraulique dans le secteur des machines (Zhang et Song, 2018). 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 1SO 9167 juin 2019.
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Matériel et Méthodes

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).

1.1 Préparation et méthodologie de semis (réalisation de I’essai)

I1.1.1 Substance d'essai

Les essais réalisés ont porté sur la toxicité du cadmium en présence de nanoparticules
d’oxyde de zinc. Ainsi les substances chimiques testées sont d’une part des nanoparticules
d’oxyde de zinc (ZnO) de taille inférieure a 100 nm, de marque Sigma-Aldrich (Germany),
CAS N° 1314-13-2, et d’autre part du sulfate de cadmium octahydraté (3CdSOs, 8H.0) de
marque BIOCHEM (Quebec), CAS N° 77790-84-3.

11.1.2 Matériel végétal utilisé

11.1.2.1 Critere de sélection de I'espéce de I'essai et des graines

Le choix des especes et des graines devra tenir compte des caractéristiques décrites dans la
norme OCDE n° 208. Le matériel végétal ayant fait I’objet de cette étude sont des graines de
colza. Elles ont été choisies en raison de leur valeur agricole et économique. Les semences ont
été inspectées visuellement a I’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.

11.1.2.2 Preéparation 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. Elles
sont rincées abondamment a I’eau du robinet puis a I'eau distillée. Les graines sont ensuite

conservées au réfrigérateur a 4°C pendant 24 heures pour lever tout état de dormance.
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11.1.2.3 Vérification du pourvoir germinatif des graines

Avant d’entamer 1’expérience de germination, le pouvoir germinatif des graines a été
verifié comme suit : a raison de 3 répétitions, 10 graines placées dans des boites de Pétri, ont
été imbibées a I'eau déminéralisée (fig. 5) et maintenues dans une enceinte de germination a

I’obscurité, a une température de 23°C pendant 7 jours.

Figure 5 : Vérification du pouvoir germinatif des graines de colza.

11.1.3 Substrat d’essai
La substance d’essai (sol) a été prélevée de Guelma (commune : Boumahra Ahmed), pres
d’un champ de culture sans engrais et pesticides (Bio) (fig. 6).

Nos expériences sont menées dans des pots en plastique de 400 g de sol.

A% W

Point'de préle ?'m\.em du'soly .

Figure 6 : Localisation du lieu d’échantillonnage du sol en provenance de Guelma (Photo

Google Earth).
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11.1.4 Caractéristiques physico-chimiques du substrat d’essai

11.L1.4.1 Granulométrie

La détermination de la granulométrie a été effectuée selon la méthode de Robinson
normalisée (NF X 31-107) selon I’AFNOR (2003). Les prélevements et tamisages sont réalisés
apres destruction de la matiere organique par I'eau oxygenée (H20.) sur une prise d'essai
d'environ 20 g. La méthode a la pipette est utilisée pour déterminer la fraction des particules les
plus petites. La méthode est basée sur la différence de vitesse de sédimentation entre les
particules. La sédimentation des particules résulte des deux forces opposées : gravité et friction
entralnant un mouvement dans un milieu fluide. Dans la méthode “ROBINSON”, un
échantillon est pipeté a différentes périodes et a différentes profondeurs de la suspension du
prélevement dans une éprouvette.
Les proportions des classes de particules suivantes sont déterminées :

o Argiles (A) : <2 um.

T=31°C

temps de chute pour 10 cm

e Limons fins (LF) : 2 um a 20 pm.

e Limons grossiers (LG) : 20 pm a 50 pm.

temps 3min 6h
e Sable trés fin (STF) : 100 pm. P 35 sec

e Sables fins (SF) : 200 pm.
e Sables grossiers (SG) : 500 pm.

40sec | 13 min
fraction | A+LF+LG | A+LF A

La détermination des fractions les plus fines (<50 um) s'effectue via 3 prélévements

successifs, a la pipette de Robinson, dans une suspension de sol en cours de sédimentation.

11.1.4.2 Potentiel hydrogene (pH)

Le pH est une propriété du sol importante a connaitre. C’est le reflet de la concentration de
la phase liquide du sol en ions H* et la capacité de la phase solide & libérer des cations AI®".
(Calvet, 2013). Le pH est mesuré selon la méthode 1ISO 10390 (2004) dans une suspension
de 10 g de sol dilué a 1/5 (fraction volumique) dans de I'eau (pH de H20). Il a été mesuré dans
le surnageant a 1’aide d’un pH meétre (Model Consort C6030) de terrain, étalonné avec des

solutions dont le pH est connu. 1l est exprime en unité pH.

11.1.4.3 Conductivité électrique (CE)
La conductivité électrique est la mesure de la capacité des ions a transporter le courant

électrique. Ce dernier s’effectue par la migration des ions dans un champ électrique produit par
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un courant alternatif. La conductivité d’une solution dépend de la concentration des ions
présents et de leur vitesse de migration sous I’influence de la force électromotrice appliquée.
La conductivité d’un sol est une mesure de la quantité d’ions présents et qui pourraient se
dissoudre en présence d’eau ; ainsi elle renseigne sur la salinité des sols.

Lors de I’analyse du sol, ce parametre a été déterminé dans une suspension sol/eau distillée
selon un rapport pondéro-volumique de 1/5 selon la méthode I1SO 11265 (1994). La
conductivité électrique est mesurée sur le surnageant obtenu aprés centrifugation a I’aide d’un

conductimétre (Model : Consort C6030). Elle est exprimée en (uS/cm).

11.1.4.4 Humidité résiduelle (%HR)

En dessous du point de flétrissement, la quantité d’eau dans le sol peut continuer de diminuer
par évaporation. Ce changement d’état peut se faire soit au contact de 1’atmosphére, les
molécules d’eau remontant en surface par capillarité, soit au sein des pores du sol en passant de
I’¢état liquide a 1’état gazeux. Lorsque I’eau présente dans les deux phases du sol, liquide et
gazeuse, est en équilibre, le taux d’humidité résiduelle (HR) ou point d’hygroscopicité, est
atteint (Musy et Soutter 1991). Méme aprés une longue période de sécheresse, un sol contient
toujours une fraction d’eau liée a la matrice du sol par adsorption. L’asséchement total d’un sol
ne peut étre obtenu que dans le cadre d’expérimentation en laboratoire (séchage au four a
105°C).

L humidité résiduelle est déterminée par pesée différentielle du sol séché a ’air ambiant et
chauffé a 105°C a I’étuve (Model Memmert). Un échantillon de sol (5 g) est séché a 105°C
pendant 24 h, jusqu’a poids constant, puis pes¢ a nouveau apres refroidissement dans un
dessiccateur.

Soit en gramme :

Pv: Poids de la boite a tare vide.

Pa : Poids de la boite a tare plus le sol séché a l'air.

Pe : Poids de la boite a tare plus le sol séché a 1I’étuve 105°C.

H % =100 * (Pa - Pe) / (Pe — Pv)

11.1.4.5 Matiere organique (%MO)

La méthode Walkley et Black (1934) consiste a oxyder la matiére organique sans chauffage
externe par une solution sulfurique de bichromate de potassium (K>Cr.07) en exces qui sera
ensuite dosé par une solution de fer ferreux, le sel de Mohr. Ce dosage a été effectué a I’aide

du titrateur Crison qui est muni d’une ¢électrode redox permettant de détecter la différence de
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potentiel au sein de la solution & doser permettant de déterminer la quantité de sel de Mohr
ayant réagi avec le bichromate en exces. La quantité de sel de Mohr versée dans la solution a
doser permet de calculer la quantité de carbone organique présente dans le sol. Elle ne peut étre
utilisée si les sols contiennent plus de 20 % de matiére organique.

Considérant que 1 ml de dichromate de potassium 1N = 4 mg de carbone, le C exprimé en
% est calculé selon la formule suivante :

ml de dichromate potassium 1 N en exces * 0,004 *x 100
Poids du sol (g)

C%=

11.1.4.6 Capacité d’échange cationique (CEC)

La capacité d’échange cationique (CEC) correspond a la quantité de charges positives
portées par les cations susceptibles d'étre fixes, de facon réversible, sur les sites charges
négativement de certains constituants du sol. On distingue les sites a charges permanentes dont
le nombre varie peu avec les conditions de milieu et les sites a charges variables (matiere
organique) dont la quantité est fortement liée au pH.

La méthode a I'oxalate d'ammonium dans la norme NF X31-130 AFNOR (1999) consiste
a mesurer la CEC ou quantité de cations saturant fixe caractérisant un état d’équilibre entre
I’échantillon de sol et un environnement expérimental donné. Les valeurs obtenues sont
fonction de milieu (cation saturant, pH, ...) ainsi que des conditions de réalisation influencant
le rendement des reactions d’échange.

T_(VZ—Vl)*C*SO*Z*lOO
B P«F

Soit :

T : capacité d’échange cationique exprimé en meq/100g du sol.
V2 : volume de titration du témoin en ml.

V1 : volume de titration d’échantillon en ml.

C : concentration de 1’acide de titration en mol/I.

P : prise d’essai en g.

F : volume du filtrat en ml.

11.1.4.7 Azote total (%N)

L’azote se trouve dans toutes les fractions des maticres organiques du sol, dans des composés

trés divers, libres ou liés aux minéraux et aux substances humiques (Calvet, 2013).
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La détermination de I’azote total a été effectuée selon la méthode Kjeldahl selon la norme
ISO 11261 (1995). L’azote du sol est minéralisé se forme de NH** en utilisant de I’acide
sulfurique concentré (H2S04). Le NH** est transformé en NH3 en présence de soude (NaOH)
en exces. Le NHs est ensuite déplacé par distillation et piégé dans une solution d’acide borique
(H3BOs3) ou il est titré a 1’aide de HoSO4 1N, en présence d’un indicateur coloré, le vert de
bromocrésol et rouge de méthyl. Les résultats sont exprimés en % selon la formule suivante :

N (%) = N ((V1-Vo) x M x 14 x 100) / m
Soit :
V1: le volume en ml d’acide sulfurique utilis¢€ pour la titration de 1’échantillon.
Vo : le volume en ml d’acide sulfurique utilisé pour la titration de 1’essai a blanc.
M : la concentration de I’acide sulfurique.
m : la masse, en grammes, de I’échantillon de sol séché a I’air.

14 : 1a masse molaire de 1’azote.

11.1.4.8 Calcaire total (%CaCOsr)

Les carbonates de calcium sont les constituants majeurs qui interviennent dans la fixation
des ETM, soit par adsorption, soit par précipitation d’hydroxydes ou de carbonates, ou encore
par insertion dans le réseau de CaCOs (Perrono, 1999). Ce parametre a été déterminé a ’aide
de calcimetre de Bernard selon la norme NF-ISO 10693 (1995). Cette technique est basée sur
le dosage des carbonates dont la quantité est proportionnelle au volume de CO2 dégagé lors de
leur réaction avec I’acide chlorhydrique selon la réaction ci-dessous ou une mole de CO>
correspondant a une mole de CaCOs :

CaCO3z + 2 HCI ----- > CaClz + H20 + CO2

Cette réaction permet d’utiliser une méthode gazométrique puisqu’une mole de carbonate
de calcium (CaCOs3) d’un échantillon de sol permet le dégagement, par action de 1’acide
chlorhydrique (HCI), d’une mole du gaz carbonique (CO2). Les taux en calcaire total sont

exprimés en % selon la formule suivante :

)

CaC03 % = * 100

*
Soit :

V’ : volume de CO- produit par 0.3 g de CaCO3 sec et pur en ml.

V : volume de CO; produit par la quantité de CaCOs contenu dans un poids P de sol en ml.

P : prise d’essai en g.
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11.1.4.9 Calcaire actif (%6CaCO3 a)

Le calcaire actif correspond au calcaire fin facilement solubilisé. La méthode de Drouineau,
modifié par Galet, normalisée (NF X31-106) selon I’AFNOR (1987) dont le principe repose
sur la précipitation du calcaire sous forme d’oxalate de calcium en présence d’oxalate
d’ammonium ajouté a 1 g de sol tamisé et laissé en contact pendant 2 heures. Apreés filtration,
a 20 ml de filtrat sont additionnés 100 ml d’eau distillée et 5 ml d’acide sulfurique. Apres
chauffage au bain-marie a 70°C pendant 10 min, la titration de I’excés de I’oxalate est effectuée
par manganimétrie (KMnOas a 0,1N) avant et apres son contact avec le sol. La différence entre
les deux titrations correspond a la quantité de calcium du carbonate ayant réagi sur 1’oxalate
d’ammonium. Les résultats sont exprimeés en g/kg et en % selon la formule suivante :

M cacos = C kmnoa*( V’-V)* M cacos
Soit : P : poids de I’échantillon de sol en gramme.
V : volume de KMnOsx titré pour 20 ml de la solution apres contact avec le sol.
V’ : volume de KMnOx titré pour 20 ml de la solution d’oxalate d’ammonium.
M (NHa)2c204 : masse d’oxalate en exces (en g/kg et en %).
M (NHa)2c204 - masse molaire calcaire CaCO3 100.0869 g/mol.
C kmno4 : concentration du permanganate en mol/l (0.1N=0.02 mol/l).
A I’équilibre : NKMno4 = Ncacos
V" Nkmno4 = C kmnoa™ V kmnos
v" N cacos=M cacos/ M cacos — C kmnos™ V kmnoa = M cacosz / M cacos
M cacoz= C kmnos™ V kmnoa * M cacos
Si la teneur en calcaire total inférieure a 13 % (1g/25ml)

v" Pour 25 ml d’oxalate :
C KMnO4 « V KMnO4 « M CaCO3 * 25

mCaC03 =

20
v" Pour100g:
C KMnO4 » V KMn0O4 * M CaC0O3 * 25
mCaC03 = 20+ P * 100

M cacos= 0.02*(V’-V) 10°*100.0869*25*100/20
m cacos= 0.25 *(V’-V) en %
m cacos= 2.5 *(V’-V) en g/kg
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11.1.4.10 Phosphore assimilable (P20s)

Le phosphore assimilable appelé aussi réserve assimilable ou fraction libre, est le phosphore
susceptible d’€tre absorbé par les racines. L’échantillon (1 g du sol) est mis en contact avec une
solution d’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCQ3), suivant la norme internationale NF 1SO
11263 AFNOR (1995). L’extrait obtenu est dosé par spectrophotocolorimétrie.

Les résultats obtenus sur UV-VIS sont des concentrations massique C en ppm (mg/ 1)

La teneur en phosphore en mg/g du sol est déterminée par la formule suivante :
m= 2 x C
m : masse du phosphore en mg/g du sol.

C : concentration du phosphore massique en ppm (mg/l).

11.1.5 Préparation des concentrations de Cd et de NPs ZnO et semis des graines
Les différentes concentrations de nanoparticules de ZnO a (tab. 2) sont ajoutées au sol sec
puis bien mélangée jusqu’a homogénéisation (fig. 7). Le sol est imbibé a 1’eau du robinet puis
transféré dans des pots en plastique a fond perforé. Ces derniers sont, au préalable, désinfectés
a ’hypochlorite de sodium (NaClO) afin d’éliminer tous types de contaminants fongiques, puis
rincés plusieurs fois a I’eau du robinet. Neuf graines de colza sont semées par pot a raison de 5
répétitions par traitement (5 pots/traitement). Les pots sont placés dans des bacs d’irrigations
pour assurer 1’apport en eau et éviter toute éventuelle précipitation de Cd et de NPs ZnO.
L’essai est mené dans une serre (fig. 8) ou la température est contrdlée (30°C + 2), I’humidité
est en fonction de cette température et de la quantité d’eau d’irrigation. La maison de verre est

couverte de vitres, qui laissent bien passer la lumiére du soliel (lumiére ambiante).

Tableau 1 : Concentrations de Cd et de nanoparticules ZnO de 1’essai.

Traitement et Concentrations de Concentrations de NPs
codification cadmium/kg du sol ZnO/kg du sol
To (témoin) 0 mg 0 mg
T1 2 mg 50 mg
T2 2mg 100 mg
T3 2 mg 150 mg
T4 2 mg 1000 mg
C 2mg 0 mg

T : traitement ; C : contrdle
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Figure 8 : Serre expérimentale du CRBt.

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

biochimiques, la récolte de la partie aérienne a été effectuée le jour méme de 1’analyse.

1.2 Paramétres biologiques

L’évaluation des effets toxiques de Cd et des NPs ZnO a différentes concentrations sur les
paramétres biométriques (le taux de germination des graines, 1’¢élongation foliaire), les
parametres physio-morphologiques (le poids frais des feuilles et la chlorophylle) et les

parametres biochimiques, y compris les protéines et la malondialdéhyde (MDA).
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11.2.1 Paramétres biométriques
11.2.1.1 Taux de germination
Le taux de germination est le rapport entre le nombre de graines germées et le nombre de

graines semées (fig. 9). Il est calculé selon la formule suivante :

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

Figure 9 : Germination des semis de colza.

11.2.1.2 Elongation foliaire (EF)
La longueur foliaire (EF) est mesurée a 1’aide d’une régle, en prenant en considération la

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

11.2.2 Paramétres physio-morphologiques

11.2.2.1 Poids frais des feuilles (PFF)
Immédiatement apres la récolte, le poids frais de la partie aérienne de chaque plante a été

déterminé par pesée a I’aide d’une balance de précision.

11.2.2.2 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 a 80 %, en présence de quelques
milligrammes de sable pour optimiser la libération des pigments chlorophylliens. Aprés
filtration, la lecture de la densité optique des filtrats est effectuée par spectrophotométrie aux

longueurs d’ondes 663 nm et 646 nm, apres €talonnage de 1’appareil avec la solution témoin de
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I’acétone a 80%. Les résultats sont exprimés en mg/g de MF (Mati¢re Fraiche) 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*DO (645)]*0,1

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

v Chl. totale mg/g MF = Chl (a) + Chl (b)

11.2.3 Parameétres biochimiques

11.2.3.1 Protéines

Cette méthode est basée sur l'absorption du colorant bleu de Coomassie G250. En milieu
acide, ce colorant s'absorbe (fixation par des liaisons non covalentes) sur les protéines, et forme
un complexe coloré présentant un maximum d’absorption a 595 nm. Le changement de

colorations se mesure facilement par spectrophotométrie (Bradford, 1976).

11.2.3.2 Malondialdéhyde (MDA)

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

MDA (umol/ml) = 6.45 x (DO532 - DO600) - 0.56 x DO450

1.3 Traitement et analyse des résultats

Dans un premier temps, les indicateurs des statistiques descriptives (moyenne, écart type,
minimum et maximum) ont été déterminés systématiquement. Les analyses ont éte effectuées
a l'aide du logiciel XLSTAT (XIStat 2016). La normalite des données a été vérifiée en utilisant
le test Shapiro-wilk, et le test de Bartlett pour vérifier ’homoscédasticité. Les ensembles de
données ne sont pas normalement distribués, une analyse de Kruskal-Wallis est appliquée pour
apprécier I’effet des concentrations de Cd et de NPs ZnO sur les différents paramétres évalués.
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111 Résultats et Discussion

I11.1 Paramétres physico-chimiques du sol

La caractérisation physico-chimique du sol prélevé dans la région de Guelma, pour effectuer
les tests de phytotoxicité, a porté sur les propriétés suivantes : la granulométrie, le potentiel
hydrogéne (pH), la conductivité électrigie (CE), I’humidité résiduelle (%HR), le carbone (%C),
la matiére organique (%MO), la capacité d’échange cationique (CEC), I’azote (%N), le calcaire
total (%CaCOsr), le calcaire actif (%CaCOs a), et le phosphore assimilable (P20s). Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Parametres physico-chimiques du sol prélevé dans la région de Guelma.

Parametre Moyenne + SD

Argile : 49,27 %

Granulométrie Limon : 47,06 %
Sable : 3,65 %

pH pH = 7,70 + 0,04

Conductivité électrique CE (uS/cm) =758 £ 0

Humidité résiduelle HR (%) =3,73+0,11

Matiere organique et MO (%) = 6,63 £ 0,31

Carbone organique C (%) =3,85+0,18

Capacité d’échange cationique (CEC) | CEC (meq/100g du sol) = 49, 83 + 2,25

Azote N (%) =0,75+£0

C/N C/IN =5,13

Calcaire total CaCO371(%) = 11,22 £ 0,86

Calcaire actif CaCO3za (%) =1,82 +0,52

Phosphore assimilable P20s (mg/g du sol) = 7,93 £ 0,61

11.1.1 Granulométrie
La détermination des classes texturales du sol est obtenue via le triangle textural américain
de I’United States Department of Agriculture (USDA) (fig. 10). Ainsi, avec 49,27 % d’argile,

47,06 %, de limon et 3,65 % de sable, la texture du sol est limono-argileuse.
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Figure 10 : Classes texturales du sol prélevé a Guelma.

111.1.2 Potentiel hydrogéne, pH

La détermination du pH du sol est un indicateur de son acidité, de sa neutralite, ou de son
alcalinité. La grille d’appréciation du pH des sols (SSDS, 1993) a permis de définir le type de
sol (tab. 3). Ainsi le pH du sol étant 7,70 + 0,04 (tab.2), permet de le qualifier de 1égérement
alcalin.

Tableau 3 : Grille d’évaluation de la nature des sols
en fonction du pH (SSDS, 1993).

Nature pH
Fortement acide <50
Acide 5,0-6,0
Légerement acide 6,0-6,6
Neutre 6,6-7,4
Légerement alcalin 7,4-7,8
Alcalin >7,8

111.1.3 Conductivite électrique

Comme pour I’acidité, la salinité du sol est qualifiée a partir de la composition ionique de la
solution du sol (Calvet, 2013). D’apres la grille d’appréciation de la salinité¢ du sol (SSDS,
1993) (tab. 4), la conductivité électrique (758 + 0 uS/cm) (tab. 2) révele un sol a faible salinite.
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Tableau 4 : Grille d’appréciation da la salinité de sol
en fonction de la conductivité électrique (SSDS, 1993).

Classe CE (uS/cm)
Non-salin 0-200
Salinité trés faible 200-400
Salinité faible 400-800
Salinité modérée 800-1600
Salinité élevée >1600

I11.1.4 Matiere organique et carbone organique

La matiére organique est en grande partie responsable de la stabilité physique et de la fertilité
chimique du sol (Charman et Roper, 2007).

Le taux du carbone organique du sol est 3,85 £ 0,18 %. Selon la grille d’appréciation (tab. 5)
proposée par Hazelton et Murphy (2007), le sol posséde un taux tres élevé en carbone

organique. La teneur en matiere organique se calque sur celle du carbone organique.

Tableau 5 : Grille d’appréciation des taux de carbone organique
dans le sol (Hazelton et Murphy, 2017).

Classe C (%)
Taux extrémement faible <0,4

Taux tres faible 0,4-0 ,6
Taux faible 0,6-1,0
Taux modéré 1,0-1,8
Taux élevé 1,8-3,0
Taux trés élevé >3,0

111.1.5 Capacité d’échange cationique

La CEC conditionne des processus tres importants, notamment la nutrition minérale des
vegétaux et la rétention des polluants (Calvet, 2013). Elle fournit aussi un effet tampon aux
changements de pH, des nutriments disponibles, des niveaux de calcium et des changements
structurels du sol (Hazelton et Murphy, 2017). C’est une grandeur qui sert a apprécier la qualité
globale des sols. Selon les classes (tab. 6) etablies par Couronne (2015), le sol a une capacité

d’échange cationique trés élevée (CEC = 49,83 + 2,25 meq/100g).
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Tableau 6 : Classement de la capacité d’échange cationique
des sols (Couronne, 2015)

Classes CEC (meq/100g du sol)
Faible <9

Moyen 9-12

Correct 12-20

Elevée 20-40

Tres élevée >40

111.1.6 Azote total

L’azote se trouve dans toutes les fractions des maticres organiques du sol, dans des composés
trés divers, libres ou liés aux minéraux et aux substances humiques, sa quantité dans le sol
dépend de plusieurs facteurs : la végétation, le climat, le type de sol et les modalités d’utilisation
du sols (Calvet, 2013). D’apres la classification SSDS (1993) (tab. 7), le sol est considére,
comme étant trés riche en azote (7,56 £ 0 %).

Tableau 7 : Grille d’évaluation des teneurs en azote
dans le sol (SSDS, 1993).

Classes N (%)
Faiblement riche en azote <0,1%
Moyennement riche en azote 0,1-0,2%
Riche en azote 0,2-0,3%
Trés riche en azote >0,3%

111.1.7 Rapport C/N
La grille d’appréciation du LCA (2008) (tab. 8) permet de conclure & un rapport C/N
(C/N=5,13) tres faible signifiant que la décomposition de la matiére organique est rapide.

Tableau 8 : Grille d’appréciation du rapport C/N
(Laboratoire de Conseils et d’Analyses-LCA, 2008).

Classe C/N | Evolution de la MO

Tres faible <6

Faible 6-9 Décomposition rapide de la MO
Normal 9-11 | Bonne décomposition de la MO
Légerement élevé | 11-12

Eleve 12-14 | Décomposition lente de la MO
Tres élevé >14
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111.1.8 Calcaire total
Il se présente sous forme de particules plus ou moins grossiéres. Du point de vue purement
granulométrique, ces particules sont analogues aux autres grains de sable, mais du point de vue
chimique elles sont différentes. En effet, les plus fines et les plus poreuses d’entre elles peuvent
libérer du calcium, qui tend a neutraliser les acides et donc a rendre la terre plus basique
(Pousset, 2011).
Selon les normes adoptées par le Groupe d’Etude des Problémes de Pédologie Appliquée
(GEPPA in Baize, 1988), avec une valeur de CaCOs 1 = 11,22 + 0,86 %, (tab. 9) le sol a une

teneur en calcaire total modérée.

Tableau 9 : Grille de détermination des classes
des teneurs en calcaire total du sol (Baize, 1988).

Classe CaCOs (%)
Non calcaire <1

Peu calcaire 1-5
Modérément calcaire 5-25
Fortement calcaire 25-50
Tres fortement calcaire 50-80

111.1.9 Phosphore assimilable

Le phosphore assimilable n’est dosé que dans les sols des pays tempérés ou méditerranées
et des régions tropicales peu humides ou dans les sols alluviaux peu évolués (Aubert et al.,
1954). Selon les normes rapportées dans le tableau 10 (IAV, 2006), la teneur en phosphore

assimilable (P20s= 7,93 + 0,61 mg/g du sol) du sol est trés élevée.

Tableau 10 : Grille de détermination des classes
du phosphore assimilable du sol (IAV, 2006).

Classe g/kg P3Os (mg/g du sol)
Faible <0,5
Correcte 0,5-2
Elevée 2-4

Tres élevee >4

Le role des propriétés du sol dans I’incidence de la biodisponibilité du Zn a partir des NPs
ZnO est peu abordé (Priester et al., 2012).
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Dans le sol acide, les NPs ZnO ont provoqué une phytotoxicité dose-dépendante, Cette
derniere a été atténuée dans le sol alcalin calcaire, le Zn soluble dans le sol acide était 200 fois
plus élevé que dans le sol alcalin en corrélation avec la phytotoxicité. L’absorption de Zn
biobisponible a partir des NPs ZnO a été réduite par la présence de Ca (Watson et al., 2014).

L’utilisation de NPs ZnO comme engrais ou pesticide devrait étre adaptée au sol traité pour
éviter les effets phytotoxiques tout en conservant 1’absorption bénéfique de Zn (Watson et al.,
2014).

L’adsorption et la précipitation des métaux lourds (Cd, Pb, Zn, Ni, Cu and Cr (II1)) sous
forme de carbonates métalliques sont deux des mécanismes qui ont contribué a I’élimination

des métaux de leur solution (Aziz et al., 2008).

I11.2 Paramétres biologiques

I11.2.1Paramétres biométriques

111.2.1.1 Effet du Cd et des concentrations de nanoparticules ZnO sur le taux de
germination des graines de colza

Les résultats illustrés par la figure 11, montrent que le taux de germination est maximal pour
la concentration Tz (74+16,88%) et le minimum est enregistré & la concertation T:
(44,44+11,11%).
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Figure 11 : Effet du Cd et des concentrations de NPs ZnO
sur le taux de germination des graines de colza.

Cependant, les résultats du test de Kruskal-Wallis de I’effet des concentrations de Cd et
des NPs ZnO sur le taux de germination des graines de colza (a = 0,05, p > 0,45) a révélé une
différence significative (o < p) (tab. 11).
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Tableau 11 : Test de Kruskal-Wallis de I’effet de Cd et des concentrations
de ZnO sur le taux de germination des graines de colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

Les réponses germinatives ont été largement utilisées comme indicateurs de phytotoxicité
dans les sols (Tiquia et Tam, 1998). L’effet de Cd et des NPs ZnO sur la germination semble
étre différent. Un effet stimulant la germination semble avoir lieu pour les concentrations de
ZnO T2 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 100 mg/kg) et Tz (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 150 mg/kg) et
la concentration contréle de cadmium C (Cd : 2 mg/kg).

llona et al. (2020), dans leurs travaux sur 1’orge, concluent aussi a une augmentation
significative de la germination des graines d'orge en présence de faibles concentrations (1, 2 et
4 mg/l) de NPs ZnO (31nm de taille). Xiang et al. (2015) ont observé que des concentrations
de 1 a 80 mg/l de NPs ZnO affectaient, de maniere insignifiante, la germination des graines du
chou chinois. Dans le processus d'incubation des graines, une concentration de NPs ZnO de
2000mg/I pourrait inhiber la germination des graines de plantes du colza (Ali et al., 2019).
D’autre part, nos résultats sont en désaccord avec plusieurs études qui ont montré que le Cd
pouvait inhiber la germination des graines et I'allongement des racines et diminuer les activités
de certaines enzymes (Ali et al., 2014a). L’influence des NPs ZnO sur la germination peut
trouver des applications potentielles dans le développement de la résilience des cultures dans

les terres agricoles chargées de Cd (Rizwan et al., 2019).

111.2.1.2 Effet du Cd et des concentrations NPs ZnO sur I’élongation foliaire du
colza
Les valeurs maximales de 1’élongation foliaire (fig. 12) sont observées pour To (10,57+1,29

cm) et le minium pour la concentration C (7,57+0,20 cm).
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Figure 12 : Effet du Cd et des concentrations de NPs ZnO

sur 1’¢longation foliaire du colza.

La variabilité de 1’élongation foliaire du colza en fonction du Cd et des concentrations de

NPs ZnO est confirmée par le test Kruskal-wallis (a = 0,05, p > 0,45) qui a révélé un effet

significatif (a < p) (tab. 12).

Tableau 12 : Effet de Cd et des concentrations des NPs ZnO
sur 1’¢longation foliaire des graines de colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

Les concentrations T1 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO :

50 mg/kg ), T2 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO :

100 mg/kg), Tz (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 150 mg/kg) et T4 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 1000

mg/kg) ont entrain€es une diminution de 1’élongation foliaire par rapport au témoin, alors que

la concentration C du Cd seul a provogué une diminution de cette derniere.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Faizan

et al. (2021) qui ont exploré I’efficacité de

la pulvérisation foliaire de NPs ZnO (aux concentrations : 0, 50, 75, 100 mg/l). Les résultats

ont montré que les NPs ZnO amélioraient la hauteur des plantes de mais.

Li et al., (n.d.) ont rapporté que I’amorcage des graines de colza avec des NPs ZnO n’avait

aucun effet significatif sur la germination des graines, mais qu’il améliorait considérablement
9

la croissance des semis et attributs physiologiques associés sous le stress du Cd. Etant donné
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que les radicules s’étendant du tégument de la graine doivent d’abord étre exposées au milieu

d’essai, leur retard est plus marqué que celui des pousses (Sresty et Rao, 1999).

111.3 Parametres physio-morphologiques
111.3.1 Effet du Cd et des concentrations de NPs ZnO sur le poids frais des
feuilles

Le poids frais des feuilles du colza (fig. 13) atteint son maximum a la concentration T3
(0,92+0,14 g), et la valeur minimale est constatée a la concentration (0,82+0,19 g).

Poids frais des feuilles
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Figure 13 : Effet du Cd et des concentrations de NPs ZnO
sur le poids frais des feuilles de colza.

La variabilité de I’effet de la concentration de Cd et des NPs ZnO sur le poids frais des feuilles
du colza est vérifiée par le test de Kruskal-wallis (a > 0,05, p > 0,45) qui a révélé une différence
significative (o < p) (tab. 13).

Tableau 13 : Effet de Cd et des concentrations des NPs ZnO
sur le poids frais des feuilles de colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

L’effet du Cd et des concentrations de NPs ZnO sur le poids frais des feuilles du colzaest
significatif. Le traitement 4 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 1000 mg/kg) réduit considérablement le
PFF. L’effet du troisiéme traitement (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 150 mg/kg) sur le poids frais
des feuilles semble bénéfique au colza par rapport a la concentration contréle C du Cd seul.
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Faizan et al. (2021) ont noté que le Cd diminue la biomasse de maniére significative chez les
plants de riz. Cependant, la supplémentation en NPs ZnO (50 mg/I) aux plantes stressées par le
Cd a considerablement amélioré la biomasse des plants de riz par rapport a celles traitées au Cd
(0,8 mM) seul.

111.3.2 Effet du Cd et des concentrations de NPs ZnO sur le taux de chlorophylle
(@), (b) et totale (T)

Les teneurs de la chlorophylle (a), (b) et totale dans les feuilles de colza ayant subi une
concentration de Cd et différentes concentrations en NPs ZnO sont illustrées par la figure 14.

Colza 45 jours apres le semis
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Figure 14 : Effet du Cd et des concentrations de nanoparticules ZnO
sur la teneur en chlorophylle (a), (b) et totale des plantes de colza.

111.3.2.1 Chlorophylle (a)
La teneur maximale de la chlorophylle (a) est enregistrée a la concentration To (1,58+0,15
mg/kg MF) et la minimale est relevée pour T3 (1,32+0,04 mg/kg MF).
Le test de Kruskal-wallis (a < p) révéle une différence significative (tab. 14).

Tableau 14 : Effet de Cd et des concentrations des NPs ZnO
sur la teneur en chlorophylle (a), des plantes de colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05
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111.3.2.2 Chlorophylle (b)

La teneur maximale de la chlorophylle (b) est enregistrée a la concentration To (1,50 +0,08
mg/kg MF), alors que la minimale est celle de C (0,80 +0,16 mg/kg MF).

Le test de Kruskal-wallis (a < p) révéle une différence significative (tab. 15).

Tableau 15 : Effet de Cd et des concentrations des NPs ZnO
sur la teneur en chlorophylle (b), des plantes de colza.

K (Valeur observee) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

111.3.2.3 Chlorophylle totale (T)

La teneur moyenne la plus élevée de chlorophylle (T) est enregistrée a la concentration To
(3,10+0,09 mg/kg de MF) et la minimale (2,20+2,38 mg/kg de MF) pour la concentration C du
Cd seul. La variabilité des réponses de la chlorophylle totale (T), est vérifiée par le test de

Kruskal-wallis (a < p) qui dévoile une différence significative (tab. 16).

Tableau 16 : Effet de Cd et des concentrations des NPs ZnO s
sur la teneur en chlorophylle totale des plantes de colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

L’exposition des semis de graines de colza a ce cocktail Cd et Nps ZnO a mis en évidence un
effet toxique sur le taux de chlorophylle pour toutes les concentrations par rapport au témoin.
Cependant la concentration C (Cd : 2 mg/l) a montré une diminution significative de la teneur
en chlorophylle par analogie aux traitements supplémentés en NPs ZnO.

Selon plusieurs auteurs, les pigments photosynthétiques dans les feuilles des plantes sont
considérés comme des biomarqueurs tres importants du stress oxydant induit par les métaux
lourds (Rizwan et al., 2017). La réduction de la croissance des plantes induite par le Cd pourrait
étre associée a la perturbation de plusieurs mécanismes chez les plantes, tels que la biosynthese
de la chlorophylle (Ali et al., 2013). Le Cd a causé des effets négatifs sur la croissance des
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cultures en réduisant la synthése de chlorophylle et I’altération ultra-structurale de la plante
(Rehman et al., 2018).

Priyanka et al. (2021) notent que I’intervention des NPs ZnO a régulé a la hausse le niveau
des teneurs en chlorophylle a et b et en caroténoides dans les feuilles cultivées sous traitement
au Cd et au Pb par rapport au témoin non traité. Les NPs ZnO ont amélioreé la synthese de la
chlorophylle dans les feuilles en affectant les activités de la glutamyl-ARNt réductase et de la
protoporphyrinogenoxydase (Siddiqui et al., 2019). Le zinc est un composant essentiel de
certaines enzymes végétales qui participent a la synthése de la chlorophylle et des pigments
auxiliaires ainsi qu’a la synthése et a la transformation des glucides. Il a été rapporté que
I’apport exogene de NPs ZnO augmente la teneur en chlorophylle en diminuant la toxicité du
Cd pour la tomate. Habituellement, une forte teneur en chlorophylle entraine une photosynthése
plus élevée et donc une meilleure performance des plantes (Zhang et al., 2021). De plus, selon
Rizwan et al. (2019), la stabilisation des pigments photosynthétiques et de la photosynthese
globale est liée a la diminution des dommages oxydatifs et de 1’absorption de Cd aprés le

traitement aux NPs ZnO.

I11.4 Parametres biochimiques (biomarqueurs de stress)
111.4.1 Effet du Cd et des concentrations NPs ZnO sur le taux des protéines du
colza
La moyenne maximale du taux des protéines du colza est déterminée pour le témoin To
(18,03+0,36 g/l) et la minimale pour la concentration C (14,91+0,01 g/I) du Cd seul (fig. 15).

Colza 45 jours apres le semis

Protéines (g/l)
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Cd et concentrations de NPs ZnO

Figure 15 : Effet du Cd et des concentrations de nanoparticules ZnO
sur le taux de protéines de colza.
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Le test de Newman-Keuls (o < p) a révélé une différence significative des réponses en

taux de protéines (tab. 17).

Tableau 17 : Effet du Cd et des concentrations des NPs ZnO
sur le taux des protéines des plantes de colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

Les résultats obtenus montrent une diminution significative de taux des protéines pour la
concentration C par rapport au témoin et aux autres traitements : Tq, T2, T3, T4 supplémentés en
NPs ZnO. Une diminution significative du taux de protéines est constatée pour ces derniers,
excepté le troisieme traitement (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 150 mg/kg) qui affiche une
augmentation comparativement au témoin. La toxicité des métaux a pour effet le plus courant
de produire un exces de ROS, ce qui cause des dommages oxydatifs aux protéines, aux lipides,

a I’ADN et a d’autres molécules cellulaires chez les plantes (Noman et al., 2018).

Zhang et al. (2021) ont obtenu des résultats similaires soit une diminution considerable de
la teneur en protéines des plantes traitées au Cd. En présence d’un stress au Cd (0,8 mM),
I’apport de NPs ZnO (50 mg/l) a amélioré la teneur en protéines des plants de riz par analogie
a ceux traités au Cd seul. Suite au constat que le stress au Cd engendre une diminution de la
teneur en protéines, il a été suggéré qu’une concentration toxique de Cd provoque un
ralentissement de la synthése des protéines et que 1’activité accrue de la protéase détruit la
structure et I’activité des protéines, entrainant a son tour une augmentation de 1’étendue de la
dégradation des protéines (Balestrasse et al., 2003). La supplémentation en NPs ZnO de la
culture du riz atténue la dégradation des protéines induite par le Cd. Le role du Zn dans les
interconversions ioniques a €té suggéré pour augmenter 1’absorption de I’azote et induire une

teneur en protéines plus élevée (Lawre et Raskar, 2014).
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111.4.2 Effet du Cd et des concentrations NPs ZnO sur le taux de malondialdehyde
(MDA) du colza
Les taux de MDA (fig.16) montrent des valeurs maximales enregistrées pour le témoin To

(1,11+0,07 pmol/ml), alors que les minimales le sont pour T4 (0,47+0,08 pmol/ml).
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Figure 16 : Effet du Cd et des concentrations de nanoparticules ZnO

sur le taux de MDA de colza.

Selon le test de Newman-Keuls (o < p) une différence significative des taux de MDA en

fonction des concentrations de NPs ZnO est révélée (tab. 18).

Tableau 18 : Effet de Cd et des concentrations des NPs ZnO
sur les taux de (MDA) du colza.

K (Valeur observée) 17,000
K (Valeur critique) 27,587
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,454
alpha 0,05

Lors d'un stress cause par l'introduction d'un polluant, lorsque les systemes anti-oxydants
deviennent inefficaces, les dommages cellulaires peuvent étre estimés par le taux de MDA. De
ce fait, cela constitue un bon biomarqueur pour la mesure du stress oxydant (Nicolas, 2005).
Le taux maximal de MDA est enregistré pour le traitement T1 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO : 50

mg/kg) alors que le taux minimal est relevé pour le traitement T4 (Cd : 2 mg/kg ; NPs ZnO :
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100 mg/kg). La concentration controle C (Cd seul) a entrainé un effet significatif par rapport au
témoin et aux traitements supplémentés en NPs ZnO a différentes concentrations.

Li et al. (n. d.) ont constaté que sous le stress de Cd, I'amorcage des graines riz avec un
traitement NPs ZnO a activé la résistance au stress, en réduisant I'accumulation de MDA dans
la plante. La teneur en MDA renseigne directement sur le taux de peroxydation lipidique qui
peut refléter de maniére critique I'apparition d'un niveau de stress oxydatif dans les cellules. Le
traitement aux métaux lourds Cd et Pb induit une concentration significativement plus élevée
de la teneur en MDA (peroxydation lipidique) dans les semis de coton (Priyanka et al., 2021).
L’augmentation du niveau de MDA traduit des dommages aux membranes cellulaires (Garcia-
GOmez et al., 2008). Faizan (2021) ajoute que les NPs ZnO ont également considérablement
empéché les augmentations de peroxyde d'hydrogéne (H20>) et de malondialdéhyde (MDA)

déclenchées par le Cd.
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Conclusion

Notre contribution a eu pour objectif la mise en évidence de I’'impact du cadmium en
présence de nanoparticules de NPs ZnO sur la croissance et le développement de I'une des
espéces vegétales proposées par les normes des essais écotoxicologiques, Brassica napus L.
(colza) par le suivi des variations de parameétres biométriques, physio-morphologiques et
biochimiques. Les essais de germination et croissance du colza ont été effectués en pots
contenant du sol additionné d’une quantité fixe de cadmium et supplémentés en différentes
concentrations de nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO). Aprés une durée de 45 jours de
développement, les résultats obtenus nous permettent d’aboutir a diverses observations.
L’espéce étudiée a montré des sensibilités plus au moins différentes au Cd évaluées par des

biomarqueurs biométriques, physio-morphologiques et biochimigques.

Les plantes de colza supplémentées en NPs ZnO sous la toxicité de Cd ont révélé des
différences des taux de germination des graines du colza non significatives. Les NPs ZnO ont
des effets positifs par rapport a la concentration contréle (C : 2 mg/kg du sol) sur le poids frais
des feuilles a 150 mg/kg et les teneurs en chlorophylle et en protéines. Les NPs ZnO ont
considérablement empéché les augmentations des taux de MDA.

En résumé, I’amorcage des graines de colza avec des NPs ZnO n’a eu aucun effet évident
sur la germination des graines, cependant il a eu un effet remarquable sur la croissance des
semis, ce qui est attribué aux réponses physico-biochimiques associées (poids frais des feuilles
et enzymes antioxydantes), et d’autres métabolites dans les plantules de colza sous stress de
Cd.

De futures études approfondies sont encore nécessaire pour explorer les mécanismes exactes
d’implication des NPs ZnO dans 1’amélioration de la croissance des plantes dans des conditions
environnementales toxiques. Dans 1’ensemble, notre étude rapporte des effets positifs de
I’amorcage des semences de NPs ZnO sur la croissance précoce du colza cultivés dans des
conditions toxiques de Cd, ce qui peut aider a développer des stratégies réalisables pour la

culture sur les terres agricoles contenant de fortes concentrations de métaux lourds.
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Perspectives

Cette premicre approche nécessite un approfondissement de 1’aspect expérimental afin de
mieux cerner I’influence du cadmium en présence des NPs ZnO sur la germination et le
développement du colza. Des perspectives d’étude s’imposent et nous proposons les

investigations suivantes :

v caractériser les nanoparticules de ZnO : taille, forme, surface, agglomération, etc ;

v qualifier le Cd, le Zn et le ZnO dans le milieu et les différentes parties racinaires et aériennes

de la plante (translocation et bioaccumulation) ;

v" analyser les graines de colza en germination pour élucider les mécanismes moléculaires par
lesquels les nanoparticules de ZnO peuvent médier le processus de germination dans les
graines stressées par le Cd ;

v définir et cerner les concentrations des NPs ZnO induisant un effet bénéfique sur le colza

stressé par le Cd ;

v prolonger la durée d’exposition aux NPs ZnO du colza stressé par le Cd;

v étendre 1’étude a d’autres réponses biologiques et biomarqueurs ;

v étendre I’étude a d’autres ETM ;

v observer I’effet combiné de Cd et des NPs ZnO sous I’influence de divers paramétres

environnementaux comme la température, la lumiere, la nature du substrat, etc ;

v" des recherches supplémentaires sont nécessaires pour valider ces résultats sous différents
niveaux de pollution des sols, types de sols, espéces de cultures, ainsi que différentes

conditions climatiques.
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Abstract

Cadmium is a non-essential element causing severe toxicity symptoms in plants, in addition
to causing dangerous health problems due to its accumulation in animal organisms and in
humans’ through the food chain. Nanoparticles (NPs) are recently used as a new strategy to
directly ameliorate Cd stress and act as nano-fertilizers. The aim of the present study is to
explore the effects of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) at different concentrations (50, 100,
150, 1000 mg/kg soil) on germination, leaf elongation, leaf fresh weight, chlorophyll a, b and
total chlorophyll contents, protein, malondialdehyde (MDA) in oilseed rape (Brassica napus L.)
under Cd stress (2mg/kg soil). For this purpose, rapeseed seeds exposed to Cd were treated with
concentrations of ZnO NPs for 45 days in pots containing soil from Guelma. Rapeseed plants
supplemented with ZnO NPs under Cd toxicity revealed non-significant differences in
germination rates of the rapeseed. ZnO NPs had positive effects compared to the control
concentration (C: 2 mg/kg soil) on leaf fresh weight at 150 mg/kg, chlorophyll content, and
protein content. ZnO nanoparticles significantly prevented increases in MDA which directly
shows a decrease in the rate of lipid peroxidation which may critically reflect the occurrence of
oxidative stress level in cells.

In conclusion, the application of ZnO nanoparticles to Cd-contaminated soil is found to be
very effective in improving rapeseed leaf fresh weight, photosynthesis, protein level and
antioxidant enzyme activity. This can be attributed mainly to the reduction of oxidative damage
induced by ZnO NPs supplementation.

Keywords: cadmium, nanoparticles, ZnO, rapeseed, germination, leaf elongation,
leaf fresh weight, chlorophyll, protein, MDA.
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Résumé
Le cadmium est un élément non essentiel provoquant de graves symptdmes de toxicité chez les plantes,

en plus de poser des problemes de santé dangereux en raison de son accumulation dans les organismes
animaux et chez I’humain a travers la chaine alimentaire. Les nanoparticules (NPs) sont récemment
utilisées comme une nouvelle stratégie pour améliorer directement le stress du Cd et agissent comme des
nano-engrais. Le but de la présente étude est d’explorer les effets des nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs
Zn0) a différentes concentrations (50, 100, 150, 1000 mg/kg du sol) sur la germination, 1’¢longation
foliaire, le poids frais des feuilles, les teneurs en chlorophylle a, b et totale, les protéines, la
malondialdéhyde (MDA) chez le colza (Brassica napus L.) sous stress cadmique (2mg/kg du sol). A cet
effet, les graines de colza exposées au Cd sont traitées via des concentrations de NPs ZnO pendant45 jours
dans des pots contenant du sol provenant de Guelma. Les plantes de colza supplémenté en NPs ZnO sous
la toxicité de Cd ont révélé des différences des taux de germination non significatives des graines du colza.
Les NPs ZnO ont des effets positifs par rapport a la concentration contréle (C : 2 mg/kg du sol) sur le poids
frais des feuilles a 150 mg/kg, la teneur en chlorophylle, et en protéines. Les NPs ZnO ont
considérablement empéchés les augmentations de MDA qui montre directement une diminution de taux
de peroxydation lipidique qui peut refléter de maniere critique lI'apparition d'un niveau de stress oxydatif
dans les cellules.

En conclusion, I’application de nanoparticules de ZnO au sol contaminé par le Cd s’avere tres efficacité
pour améliorer le poids frais des feuilles de colza, la photosynthése, le taux de protéines et 1’activité des
enzymes antioxydantes. Cela peut étre attribué principalement a la réduction des dommages oxydatifs
induite par la supplémentation en NPs ZnO.

Mots-clefs : cadmium, nanoparticules, ZnO, colza, germination, élongation foliaire,
poids frais des feuilles, chlorophylle, protéines, MDA.

Laboratoires de recherche : Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt)

Jury d’évaluation :

Encadreur : AFRI-MEHENNAOUI F-Zohra  Prof - Université Freres Mentouri, Constantine 1
Co-Encadreur : CHARCHAR Nabil MRA- Centre de Recherche en Biotechnologie
Examinateur 1 : TOUATI Laid MCA - Université Freres Mentouri, Constantine 1

Examinateur 2 : KARA Karima MCA - Université Freres Mentouri, Constantine 1




