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La pollution de l’environnement et des sols est devenue actuellement un problème 

préoccupant. En effet les substances polluantes présentes dans le sol sont extrêmement 

nombreuses. Parmi les plus répandues figurent : les hydrocarbures, les pesticides, les matières 

plastiques, l’amiante et les métaux lourds (Adriano, 2001; Alkorta et al., 2004). 

Les métaux lourds font partie des principaux polluants inorganiques du sol. Ils  sont 

continuellement rajoutés dans les sols par diverses activités. Par  exemple, en agriculture par 

les  boues  d’épuration, en industrie  par les activités métallurgiques,... Si certains éléments 

métalliques (oligo-éléments), présents à l’état de traces, tels que le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le 

fer (Fe), le Manganèse (Mn)…, sont essentiels pour l’organisme, l’accroissement de leur 

concentration les rend toxiques et dangereux  pour les êtres vivants. D’autres éléments ne sont 

pas nécessaires et ne peuvent avoir que des effets toxiques. A cette catégorie appartiennent 

différents éléments, tels que le plomb (Pb), le mercure (Hg), le cadmium(Cd)(Vamerali et al., 

2010) 

N’étant pas dégradables dans le sol, les métaux lourds persistent dans l’environnement 

pendant de longues périodes. Les plantes sont directement exposées à ces éléments dont le 

potentiel toxique est indéniable et passe à l’homme à travers la chaine alimentaire(Sharma and 

Dietz, 2009).  

La réponse primaire des plantes à la toxicité des métaux lourds est l’induction d’un 

stress oxydatif suite à la génération des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et radicalaires. 

Ces espèces vont réagir avec les molécules essentielles de la plante, tels que l’ADN, les 

protéines et les lipides. Elles induisent la peroxydation des lipides membranaires et 

engendrent  des  dégâts  cellulaires  ainsi que des dysfonctionnements enzymatiques. 

Pour faire face aux dommages causés par les ROS, les plantes ont développé un 

mécanisme de défense antioxydant qui est à la fois composé de systèmes enzymatiques 

(catalase, superoxyde dismutase, peroxydase, glutathion réductase, glutathion S-transferase, 

glutathion peroxydase, etc…), ainsi que de systèmes non-enzymatiques (vitamines C et E, 

carticonoides, glutathion, etc…). Cela permet le maintien d'une capacité antioxydante élevée 

dans les cellules et l’augmentation de la tolérance au stress (Shahid et al., 2014). 

L’objectif de cette étude est d’étudier l’effet du zinc sur la croissance et sur le système 

antioxydant d’une légumineuse : Phaseolus vulgaris L. par l’évaluation :  
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- du niveau de la lipoperoxydation membranaire (déterminé par le dosage du 

 Malondialdéhyde (MDA)).  

- de l’activité d’une enzyme antioxydante : la glutathion S-tansférase. 

- et de la concentration d’un  antioxydant, à savoir le glutathion. 
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1. Les métaux lourds  

1.1. Définition  

L’appellation « métal lourd » est un terme utilisé  pour  désigner  tout élément 

métallique ayant une densité relativement élevée et qui est toxique même à faible 

concentration (Duruibe et al., 2007). 

Les définitions des métaux lourds sont multiples et dépendent du contexte dans lequel 

on se situe ainsi que de l’objectif de l’étude à réaliser : 

- D’un  point  de  vue  chimique, les  éléments  de  la  classification  périodique 

formant des cations en solution sont considérés comme des métaux. 

- D’un  point  de  vue  physique,  le  terme  « métaux  lourds »  désigne  les  

éléments traces métalliques « ETM » naturels,  caractérisés par une masse volumique 

supérieure à 5 g/cm
3 

(Wang et al., 2009). 

1.2. Origine des métaux lourds 

Les métaux lourds sont des constituants naturels de tous les écosystèmes. Ils se trouvent 

dans l’atmosphère, l’hydrosphère, la lithosphère et la biosphère. Leur distribution dans  

l’environnement procède à  deux origines (Aoun, 2008) : 

1.2.1. Origine naturelle 

Les sources principales de métaux lourds dans l’environnement sont les matériaux de la 

croute qui sont, soit altérés et érodés au niveau de la surface de la terre, soit  injectés dans 

l'atmosphère de la terre via l'activité volcanique. Ces deux sources représentent 80% de toutes 

les sources naturelles tandis que les incendies de forets et les sources biogéniques représentent 

10% chacun(Callender and Lollar, 2003). 

1.2.2. Origine anthropique   

L’autre source de contamination par les métaux est d’origine anthropique. Au cours des 

dernières décennies, l’apport de métaux lourds dans le monde s’est étendu. Les principaux 

types de pollution anthropique, responsables de l’augmentation des flux de métaux, sont liés 

aux rejets urbains et industriels, aux pratiques agricoles, ….. (Behanzin et al., 2015). 
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1.3. Les différents types de métaux lourds 

1.3.1. Les métaux essentiels  

Les métaux essentiels sont des éléments indispensables à l’état de trace pour de 

nombreux processus cellulaires. Ils se trouvent en proportion très faible dans les tissus  

biologiques. Certains  peuvent  devenir  toxiques  lorsque  la concentration dépasse un certain 

seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe), … (Behanzin et al., 

2015). Par exemple, le zinc (Zn),  à la concentration du millimolaire,  est  un  oligo-élément  

qui  intervient  dans  de  nombreuses  réactions enzymatiques (déshydrogénase, protéinase, 

peptidase) et joue un rôle important dans le métabolisme des protéines, des glucides et des 

lipides. A forte dose il devient toxique, en empêchant de nombreuses fonctions métaboliques 

des plantes. Cela se traduit par un retard de croissance et même une sénescence(Kabata-

Pendias and Pendias, 2001).  

1.3.2. Les métaux non essentiels 

 Les métaux  non essentiels  ont  un  caractère  polluant. Ils n’ont aucun effet 

bénéfique connu pour la cellule. Ils exercent des effets toxiques sur  les organismes vivants  

même à faible concentration.. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd), 

… (Baker and Walker, 1990; Behanzin et al., 2015). 

1.4. Toxicité et tolérance des plantes aux métaux lourds 

1.4.1. Toxicité  

Il a été  démontré  que  les métaux lourds affectent  de  nombreux processus 

morphologiques, physiologiques et biochimiques chez les plantes (Sobkowiak and Deckert, 

2003). 

La  réduction  de  croissance  est  une  des  réponses  les plus  fréquentes  et  la première 

observable lorsque des plantes sont soumises à un stress (Appenroth, 2010). 

Ce sont les organes qui sont en contact direct avec les substances toxiques qui 

présentent rapidement des modifications détectables de leurs paramètres de croissance. C’est 

le cas des racines des plantes se développant sur des sols contaminés (S. Clemens, 2006). 

Selon l’importance du stress et la nature des plantes, vis-à-vis des métaux, les feuilles 

peuvent présenter, par conséquence, une chlorose. Cette dernière est due à la fois à une perte 

de chlorophylle et une déficience en fer (Romanowska, 2002). 
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1.4.2. Tolérance  

La tolérance aux métaux peut être assurée par plusieurs mécanismes différents, à savoir 

par :  

- chélation ou précipitation avec des ligands à haute affinité. Ces derniers sont  

localisés sur la paroi cellulaire ou à l’intérieur du cytoplasme (formation de complexes avec 

des peptides, des acides organiques ou des ions inorganiques),  

- séquestration du métal dans la vacuole des cellules foliaires ou des trichomes 

- exclusion ou excrétion active du métal.  

Il en résulte alors que le métal ne puisse interférer avec les réactions métaboliques 

sensibles de la plante (Kabata-Pendias, 2011). 

1.5. Le zinc et les plantes  

1.5.1. Généralités et sources  

Selon le tableau périodique le zinc est un métal bleu-gris de transition appartenant au 

groupe 12 de la période 4. C’est un élément chimique de symbole Zn, de numéro atomique 

30, de densité 7,2 et de masse égale à 65,39 g.molˉ¹.  

Globalement, la plus grande source d'émissions naturelles de zinc dans l'atmosphère est 

le sel de mer, suivie de près par le flux de particules du sol. Les incendies et les volcans sont 

des sources mineures de zinc dans l'atmosphère et les contributions de la poussière 

météoritique sont insignifiantes (Richardson et al., 2001).Cependant il a été prouvé que ces 

sources naturelles ne représentent qu’environ 7% des émissions totales de cet élément dans 

l’environnement. La production et le traitement de minerai et les activités industrielles 

représentent respectivement  75% et 18% des émissions du Zn dans le milieu naturel (Nriagu, 

1979). 

1.5.2. Rôle du zinc dans les plantes  

Le zinc est indispensable pour la croissance et la reproduction normale des plantes. 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 rôle important dans la régulation de la croissance  

des plantes et celle de l'expression des gènes. Il intervient aussi dans les différentes voies 

métaboliques telles que l'activité de phytohormones, la synthèse des protéines, la 

photosynthèse, le métabolisme des glucides, la défense contre les maladies et aussi dans la 

fertilité et la production de semence (Sadeghzadeh, 2013). 
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1.5.3. Absorption et translocation du zinc au niveau des plantes 

L'absorption des minéraux est assurée par toute la surface de la plante qui est en contact 

avec l'eau et ses substances dissoutes. La vitesse d’absorption du zinc, bien qu’elle soit 

largement dépendante de l’espèce, reste néanmoins déterminée par la composition et la 

concentration du milieu de croissance. Le Zn est absorbé sous forme de cation divalent (Zn
2+

) 

ou sous forme de complexe avec des ligands organiques (Tsonev and Lidon, 2012). 

Les  travaux de Von Wiren  et al. (1996) ont proposé deux voies pour l’assimilation du 

zinc par les graminées : le transport du cation libre ou l’assimilation sous forme chélatée avec 

les phytosidérophores. Plus récemment, les gènes codant pour les transporteurs du zinc,  

appelés  de  façon  générale  ZIP  (Zinc-regulated transporters,  Iron-regulated  transporter-

like Protein)  ont  été  identifiés  et  séquencés (Guerinot, 2000; Wintz et al., 2003). 

La  translocation  est  le  transport  des  éléments  traces  métalliques  au  sein  de  la  

plante, des racines vers les autres parties de la plante.  Elle peut  varier  considérablement  en  

fonction  du  métal,  mais  également  de  l’espèce  végétale.  Le déplacement du zinc des  

racines  vers  les  parties  aériennes  est  effectué  à travers le xylème (voir figure 1),  par 

circulation de la sève brute (Marcato, 2007 ). 

 

                         Figure 1 : coupe d’une racine (Marcato, 2007). 

 

La translocation du zinc à travers les vaisseaux du xylème s’effectue par 

l’intermédiaire des symplastes et apoplastes. Cependant des concentrations élevées de zinc 

ont été observées dans le phloème, démontrant que ce métal est transloqué à travers les tissus 

à la fois du xylème et du phloème (Tsonev and Lidon, 2012). 
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1.5.4. Phytotoxicité du zinc 

D’après Rousseau le maximum ‘’normal’’ des teneurs de Zn dans les plantes est de 

150mg/kg MS. Au-delà de cette concentration le Zn devient toxique. Sa toxicité dépend de la 

nature de la plante et du pH qui commande la concentration du Zn dans la solution 

(Emamverdian et al., 2015; Rout and Das, 2009). 

Les effets cytotoxiques du zinc sur les plantes sont multiples. La modification majeure 

concerne le noyau des cellules de l’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 perd sa structure. 

La désintégration d’organites et le développement de vacuoles sont aussi observés (Garty et 

al., 1992; Rout and Das, 2009). 

2. Le stress oxydatif 

2.1. Définition 

Le terme «stress oxydatif» fait référence à un déséquilibre entre la production des 

espèces réactives d’oxygène (ERO) et les défenses antioxydantes (Halliwell, 2007). 

Sies (1997) le définit comme «une perturbation de la balance entre les prooxydants et les 

antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit à des dommages potentiels (figure2). Ces 

dommages sont souvent appelés «dommages oxydatifs». 

 

 

Figure 2 : schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants (Pourrut, 2008). 

La concentration des ROS dans les tissus est le résultat d'un équilibre dynamique entre 

le taux de leur production et celui de leur élimination par les systèmes antioxydants. Si le 

potentiel antioxydant de l’organisme dépasse le taux de production des ROS l’organisme  peut 
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survivre, alors que si les capacités de production sont supérieures aux capacités de défense le 

stress oxydatif aura lieu (Møller, 2001; Favier, 2003). 

2.2. Les Espèces Réactives de l’Oxygène 

Les espèces réactives de l’oxygène (ERO ou ROS) sont des dérivés de l’oxygène où 

certains électrons se trouvent dans un état énergétique excité et très réactionnel. Elles 

représentent la plus importante classe d’espèces réactives générées dans les organismes 

vivants et la cause majeure du stress oxydatif dans ces derniers (Valko et al., 2007). 

Les  ERO  désignent, soit les  espèces  radicalaires  de  l’oxygène,  tels que le radical 

superoxyde (O2
•-
), le radical hydroxyle (OH

•
), les peroxyles (ROO

•
) ou les alkoxyles (RO

•
), 

soit des espèces actives non radicalaires de l’oxygène, comme l’oxygène singulet (
1
O2), le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou l’ozone (O3) : (O2,  O2
.
) (Krieger-Liszkay, 2005; Halliwell, 

2006).figure3 

              

 

Figure 3: la production de ROS suite à une série de réductions de l’oxygène (Gechev et al., 

2006). 

La réduction incomplète de l’oxygène aboutit à la formation d’un anion superoxyde 

O2∙‾. En milieu protoné, l’anion superoxide subit généralement une réaction spontanée (ou 

accélérée par la SOD) de dismutation, aboutissant à la formation de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2). En présence de métaux de transition sous forme réduite, le peroxyde d’hydrogène se 

dégrade en radical hydroxyl (OH
•
), un radical libre très réactif (réaction de Fenton) qui peut 

être formé par la scission homolytique de la liaison -O-O- de l’H2O2 (Hippeli and Elstner, 

1999; Kehrer, 2000). 
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2.3. Sources des ERO dans les plantes  

Chez les plantes, il existe  plusieurs sources cellulaires des ROS localisées dans divers 

compartiments cellulaires. En présence de la lumière, les chloroplastes et les peroxysomes 

sont la principale source de production des ROS (Parent et al., 2008), alors que dans 

l'obscurité, les mitochondries semblent être les principales productrices des ROS. Il existe 

d'autres sources importantes de production des ROS dans les plantes, telles que les réactions 

de désintoxication catalysées par le cytochrome P450 dans le cytoplasme et dans le réticulum 

endoplasmique et les réactions de réduction catalysées par l’oxalate oxydase et l’amine 

oxydases dans l’apoplaste des cellules végétales ( tableau 1) (Gill and Tuteja, 2010a; Sharma 

et al., 2012). 

         2.4. Induction de stress oxydatif par les métaux et le zinc en particulier 

Les métaux lourds sont réputés pour être des déclencheurs de stress, inhibant ainsi les 

fonctions physiologiques de base des plantes  

Les  Métaux de transition, ou métaux à potentiel redox actifs (tels que le Cu et le Fe), 

participent à la réaction Haber-Weiss et produisent  des radicaux hydroxyles (voir réaction) 

 

 

Les métaux qui n’appartiennent pas aux métaux de transition (tels que les Hg,  Pb, 

As…) causent un déséquilibre métabolique, perturbant le potentiel antioxydant de la cellule et 

par conséquent augmentant la charge des ROS (D’souza and Devaraj, 2012).  

En raison de leur propriété de transition, les ions Zn sont capables d’induire un stress 

oxydatif en déclenchant la production de radicaux libres et de ROS, comme l' H2O2, le super 

oxyde et le radical hydroxyle et induisant de façon concomitante la perturbation du système 

de défense antioxydant ou du système de transport photosynthétique d'électrons (Hippeli and 

Elstner, 1999; Manoj and Padhy, 2013). 
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2.5. Conséquences du stress oxydatif   

2.5.1. La peroxydation lipidique (lipoperoxydation): 

Les lipides, et principalement les acides gras polyinsaturés (PUFA) de la membrane 

cellulaire lipidique, représentent la première cible des ERO. Le résultat est l’induction des 

processus de peroxydation lipidique et la formation des hydroxydes (Møller et al., 2007). 

Le processus de  la peroxydation lipidique comprend trois étapes (Michel et al., 2008): 

 Initiation  

La phase d’initiation consiste en une abstraction d’un atome d’hydrogène d’un acide 

gras polyinsaturé. Elle est due à une attaque par un radical libre  «R
°
» (le plus souvent OH

• 

mais aussi
 
O2

• -
 et H2O2). Le résultat est l’apparition d’un radical lipidique «L

°
» (Voir 

réaction 1) 

LH + R
°                                         

L
° 
+ H2O 

 Propagation  

En réagissant avec l’oxygène moléculaire, la nouvelle molécule apparue dans la phase 

d’initiation «L
°
»  forme un radical peroxyle (LOO°) instable (voir réaction). A son tour, ce 

radical réagit avec un autre acide gras afin de donner un hydroperoxyde (LOOH) et un 

nouveau radical lipidique. 

 L°+ O2                        LOO° 

LOO° +LH                      LOOH +L° 

 Terminaison    

Dans cette phase, les radicaux lipidiques réagissent ensemble pour donner des produits 

non radicalaires. La réaction la plus fréquente est une réaction de dimèrisation entre deux 

radicaux peroxyles (Michel et al., 2008) 

LOO° + L°’                    LOOL’  

Il a été découvert que plusieurs types d'hydroperoxydes sont produits pendant la 

peroxydation lipidique. Les plus réactifs et les plus étudiés sont les composés aldéhydiques, le 

4-hydroxynonénal(HNE)  et le malondialdéhyde  (MDA) résultant de l'attaque des acides 

linoléique et linolénique par OH° et O2 (voir réaction).  
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Ces hydroperoxydes sont toxiques pour les cellules car ils provoquent la baisse de la 

fluidité membranaire et l'altération des protéines membranaires (Gill and Tuteja, 2010a). 

2.5.2. L’oxydation des protéines  

 Les protéines sont particulièrement sensibles à l’action des ROS (Stadtman and Levine, 

2000; Favier, 2003). Les  plus  touchées  sont  celles  comportant  un  groupement sulphydryle  

(-SH), comme  c’est  le  cas  pour  de  nombreuses  enzymes  et  protéines  de  transport 

(Stadtman and Levine, 2000).Le  radical  hydroxyle et le peroxyde  d’hydrogène  sont  

capables d’oxyder ces groupements, conduisant à l’inactivation de certaines enzymes.  

Ces radicaux sont  à  l’origine  de la dégradation  irréversible  des  protéines, par la 

formation de groupements carbonyles sur la chaîne latérale de certains acides aminés (voir 

figure 5)  

    

Figure 4 : modifications des chaînes latérales d’acides aminés après attaque radicalaire 

(Favier, 2003). 

L’histidine, l’arginine, la lysine ou encore la proline sont des cibles privilégiées de ce 

processus  d’altération  oxydative(Wong et al., 2008). De nombreux  autres  acides  aminés  

sont  également  susceptibles  d’être  oxydés  par  les  ERO. 
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2.5.3. Dommages de l’ADN  

Les acides nucléiques sont très sensibles aux radicaux libres. Les altérations oxydatives 

causées par les ERO sont considérées comme la source majeure de dommages spontanés sur 

l’ADN ( figure 6). Le spectre des dégâts causés par les ERO est large avec des lésions 

différentes (Beckman and Ames, 1997).  

Ces dommages de l’ADN affectent le développement et la croissance de tout 

l’organisme. Ils provoquent une réduction de la synthèse protéique ainsi qu’une destruction et 

une inactivation des protéines photosynthétiques. Ils peuvent aussi provoquer un arrêt ou 

induction de la transcription, une induction des voies de transduction du signal et des erreurs 

de réplication, une destruction de la membrane cellulaire et une instabilité génomique (Cooke 

et al., 2003). 

 

Figure 5 : Lésions de l’ADN formées suite à un stress oxydant (Favier, 2003). Cinq classes 

principales de dommages oxydatifs provoqués par l'OH
• 

peuvent être générées. Parmi elles, 

les bases oxydées, les sites abasiques, les adduits intra-caténaires, les cassures de brins et les 

pontages ADN-protéines. Des dommages indirects sur l’ADN résultent également du stress 

oxydatif. C’est le cas de certains aldéhydes comme le MDA ou le 4HNE qui forment des 

adduits prémutagéniques  de type MDA-dG ou éthénodérivés (Niedernhofer et al., 2003). 
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3. Les mécanismes antioxydants  

Pour s'adapter et survivre à l'exposition continuelle des EROs et à leurs éventuels 

dommages, les organismes vivants ont développé un arsenal de mécanismes de défense dont 

les antioxydants. Les antioxydants sont en fait des molécules capables d'empêcher ou de 

diminuer significativement l'oxydation des substrats. Ces antioxydants sont divisés en deux 

groupes : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques 

3.1. Les principaux systèmes enzymatiques 

Les enzymes, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la 

glutathion réductase (GR) et  la glutathion peroxydase (GPX) ainsi que la glutathion-s-

transférase (GST), sont à l’avant-garde dans la lutte contre les attaques oxydatives (tableau2). 

Tableau2 : les enzymes antioxydantes majeures impliquées dans la détoxification des 

ROS (Blokhina et al., 2003). 

 

3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)  

Le superoxyde dismutase (SOD) est la première enzyme antioxydante de défense contre 

le stress oxydatif biotique ou abiotique. Elle appartient à la famille des métalloenzymes et 

catalyse la dismutation de l’O
2°-

 en H2O2 et O2 (Herrero et al., 2008). (voir réaction). 

En fonction du cofacteur métallique et de la localisation intracellulaire, trois types, ou 

isoenzymes, de SOD sont identifiés : Cu/Zn-SOD, Mn-SOD et Fe-SOD (voir tableau 3). 

 

Les isoenzymes de la SOD sont activées par différents types de stress abiotiques, tels 

que le stress hydrique, le refroidissement, la chaleur, l'hypoxie, les métaux lourds, les 

pesticides… (Apel and Hirt, 2004; Asada, 2006). 

 

 

 

 

 

Enzyme Code enzymatique Réactions 

SOD EC : 1.15.1.1 O2
°- 

+ O2
°-
 + 2H

+
              2H2O2+O2 

CAT EC : 1.11.1.6 2H2O2+   O2+2H2O 

GPX EC : 1.6.4.2 2GSH+PUFA-OOH              GSSG+PUFA+2H2O 

GST EC : 1.11.1.12 RX+GSH               HX+R-S- GSH  

GR EC : 2.8.1.18 GSSG+NDPH               NADP
+
 + 2GSH 
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3.1.2. La catalase (CAT) 

La catalase fut la première enzyme découverte et caractérisée parmi les enzymes 

antioxydantes (Karuppanapandian et al., 2011).C’est une enzyme  tétramérique ayant un 

groupement hémique contenant du fer, avec le potentiel de dismuter directement le H2O2 en  

H2O et en O2 ((Arora et al., 2002; Vellosillo et al., 2010).selon la réaction suivante : 

 Il est connu qu’une  molécule de CAT peut convertir 6 millions de molécules de H2O2 

en H2O par minute (Gill and Tuteja, 2010a). 

Elle est importante dans la suppression du H2O2 généré dans les peroxysomes lors de  la 

B-oxydation des acides gras, la photorespiration et le catabolisme des purines(Mittler, 2002; 

Blokhina and Fagerstedt, 2010). En cas de stress, la CAT est reconnue indispensable pour la 

détoxification des radicaux libres. 

3.1.3. La glutathion peroxydase (GPX) 

La glutathion peroxydase est une grande famille d’isoenzymes qui catalysent la 

réduction des hydroperoxydes organiques et lipidiques et de H2O2 en utilisant le glutathion 

réduit comme donneur de protons. 

Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure affinité pour le H2O2 

que la CAT. Les isoenzymes de la GPX sont sélénium-dépendantes ou sélénium-

indépendantes et sont soit cytosoliques,  soit extracellulaires (Sharma et al., 2012). 

3.1.4. La glutathion réductase (GR) 

La glutathion réductase est une flavoprotéine oxydoréductase. Elle catalyse la réduction 

du glutathion disulfure (GSSG) en  (GSH) réduit  et utilise  le NADPH en tant que réducteur 

(Racchi, 2013). 

Ce qui permet le  maintient le GSH nécessaire pour le fonctionnement des cellules de la 

plante(Rao and Reddy, 2008).  

La GR se retrouve principalement dans le chloroplaste. Cependant, on peut trouver  les 

isoformes de cette enzyme  en faible quantité dans les mitochondries, le cytosol et les 

peroxysomes lors d’un stress biotique ou abiotique (Perl-Treves and Perl, 2002). 
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3.1.5. La glutathion S-transférase  

Les glutathion-S-transférases (GSTs) sont une grande famille multifonctionnelle des 

enzymes de détoxification. Leur fonction principale est de catalyser la conjugaison des 

composés électrophiles au glutathion selon la réaction suivante : 

 

Elles sont ubiquitaires et sont retrouvées principalement dans le cytoplasme et les 

mitochondries(Sheehan et al., 2001). Elles interviennent dans la réponse des plantes aux stress 

biotique et abiotique.  

Dans l’organisme, elles catalysent la conjugaison du glutathion avec les herbicides et les 

métaux en les désactivant. 

Les GST  ont aussi des actions indirectes sur la détoxification des ROS , en permettant    

le transport du GSH vers les compartiments cellulaires subissant des dommages oxydatifs , et 

en assurant la liaison du GSH aux aldéhydes issus de la peroxydation lipidique.  

Les  GST ont donc un rôle de transport intermembranaire, de liaison et de 

détoxification des xénobiotiques. Avec la GR et la GPX, elles jouent un rôle central dans la 

détoxification des ROS par le GSH  (Gill and Tuteja, 2010b; Tan et al., 1986). 

 

.3.2. Les systèmes antioxydants non enzymatiques 

En plus des enzymes, il existe des composants non enzymatiques du système de défense 

antioxydant qui agissent comme des piégeurs des ROS et des xénobiotiques. Ils comprennent 

principalement le glutathion (GSH), l’acide ascorbique, les tocophérols mais aussi les 

caroténoïdes, les composés phénoliques,...Ces antioxydants sont impliqués dans les processus 

de détoxification mais aussi dans la croissance et le développement des plants dès les 

premières phases de croissance jusqu'à la sénescence (Ahmad, 2014; Sharma et al., 2012) 

3.2.1. L’acide ascorbique (ASC ou  vitamine C) 

L’acide ascorbique est un  antioxydant omniprésent dans les plantes. Dans des 

conditions physiologiques normales, l’ASC existe principalement sous sa forme réduite dans 

les chloroplastes. Sa capacité de  transférer des électrons dans un large éventail de réactions 

enzymatiques et non enzymatiques fait de lui le principal composé ROS-détoxifiant 

(Horemans et al., 2000; Smirnoff, 2000). 

De plus, l’ascorbate est muni d’une propriété importante. Il réagit  avec le superoxyde, 

le peroxyde d'hydrogène, les radicaux de tocophérol, le glutathion,… pour :  
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- éliminer les ROS et donner de l'acide monodéhydroascorbique (MDHA) ou de 

l’acide déhydroascorbique (DHA). 

- régénérer le glutathion et le  α-tocophérol(Gardès-Albert et al., 2003)(voir 

réaction) 

ASC + Tocopheroxyl radical                     DHA + Tocopherol 

DHA
 
+ GSSG

                            
 ASC + GSH 

3.2.2. Les tocopheroles / Vitamine E 

La vitamine E, particulièrement l’α-tocophérol, est un antioxydant liposoluble qui 

protège les membranes des thylakoïdes des chloroplastes de l’attaque des ROS. Elle est 

capable d’empêcher ou d’arrêter la propagation de la peroxydation lipidique en réagissant 

directement avec les ROS dérivés des PUFA ou d’autres molécules radicalaires (Perl-Treves 

and Perl, 2002). 

Il  a été démontré que le stress oxydatif active l'expression de gènes responsables de la 

synthèse des tocophérols dans les plantes supérieures(Munne-Bosch, 2005). 

3.2.3. Le glutathion 

Le glutathion est un tripeptide contenant un groupe thiol (L-γ-glutamyl-L-

cystéinylglycine) très abondant dans tous les compartiments de la cellule végétale: le cytosol, 

le réticulum endoplasmique, la vacuole, les chloroplastes, les mitochondries, et l'apoplaste. 

C’est le principal thiol non-protéique  et le substrat de plusieurs enzymes de détoxification. 

 Il participe à plusieurs processus physiologiques, tels que la régulation du transport de 

soufre(Lappartient and Touraine, 1996) , le stockage et  la désintoxication des xénobiotiques, 

la régulation de l’expression  génique (Wingate et al., 1988) et  la synthèse des 

phytochélatines  (PC). Ces dernières jouent un rôle prédominant dans la séquestration des 

métaux chez les  végétaux  (Stephan Clemens, 2006). 

Le GSH est essentiel pour le système de défense antioxydant, en particulier dans les 

chloroplastes, car il protège l’appareil photosynthétique contre les effets néfastes des ROS. En 

outre le glutathion empêche la dénaturation des protéines provoquées par l'oxydation des 

groupes thiols au cours du stress. Ces fonctions résultent de l'oxydation du GSH pour former 

le  glutathion disulfure (GSSH) (Sisein, 2014; Xiang et al., 2001). 

Le ratio de GSH/GSSH est maintenu par la glutathion réductase (GR), qui utilise le NDPH 

pour réduire le GSSH en deux GSH (Noctor et al., 2002; Sisein, 2014).
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L’objectif de ce travail est l’étude de l’effet des différentes concentrations en Zinc, dans le 

sol, sur la réponse du système antioxydant d’une légumineuse. La partie pratique a été réalisée 

au niveau du laboratoire de Biologie et Environnement, Campus Chaabat Ersas Université des 

Frères Mentouri Constantine. 

1. Le Matériel  végétal utilisé  

Le  matériel  biologique  choisi pour l’étude est  l’haricot.  Son nom scientifique est 

Phaseolus vulgaris L. C’est une plante qui appartient  à la  famille des Fabacées.  

2. Culture des graines de Phaseolus vulgaris 

2.1. Milieu utilisé  

Le milieu de culture des graines choisi est un sol naturel recueilli de la zone de Chaabat 

Ersas, Constantine. 

2 séries de pots perforés, contenant chacun 155g du sol, sont préparées. Chaque série 

englobe plusieurs pots avec des concentrations croissantes en Zn :  

- la première a été utilisée pour le dosage de l’activité des enzymes antioxydantes 

dans les deux parties des plantes, à savoir : racines et partie aériennes. 

-  la deuxième a été préparée pour suivre la croissance des plantes : longueur des 

parties racinaire et aérienne. 

2.2. Détermination du volume d’arrosage des plantes  

Le volume d’arrosage des sols a été déterminé comme suit : 

Un pot contenant la même quantité du sol utilisé pour la culture des graines est arrosé 

avec 200 ml d’eau distillée. L’eau qui s’écoule du pot après 48 heures est récupérée. Le ¼ du 

volume de l’eau absorbée par le sol (soit 20 ml) représente la quantité à arroser les plantes 

chaque 2 jours. 

2.3. Choix des concentrations du Zn et traitement des sols 

Après plusieurs tests de croissance des graines d’haricot sur sol contenant différentes 

concentrations en Zn, cinq concentrations (0, 50, 100, 200, 400 mM) sont choisies. 

Elles sont préparées à partir d’une solution mère de 800 mM du Zn So47Ho4. Les 

différentes concentrations sont ajustées à un pH de 4,5 (voir annexe 1). 

Le traitement consiste à arroser les sols secs (avant de semer les graines) par des 

solutions en Zn de 0, 50, 100, 200 et 400 mM et à s’assurer que tout le sol s’est imbibé.  
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2.4. Préparation et germination des graines  

Dans le but d’accélérer le processus de germination des graines d’haricot, une pré-

culture au coton sur une période de 3 jours a été effectuée. Les graines sont ensuite transférées 

dans les pots  remplis de terre traitée par le Zn. 

Dans chaque pot, contenant le sol traité (des deux séries), 3 graines d’haricot sont 

placées à environ 0.5 cm au-dessous du surface. 

Les graines sont mises à germer dans des conditions environnementales ambiantes. 

L’arrosage se poursuit à une moyenne de 20 ml par 2 jours avec de l’eau distillée acidifiée. 

3. Méthodes de dosage biochimiques 

3.1. Préparation de l’extrait brut 

Les échantillons sont préparés selon le protocole suivant : 0,5 g des tissus végétaux 

(racines et parties aériennes) sont broyés en une poudre fine avec un mortier et écrasés sous 

l’azote liquide. Les protéines sont ensuite extraites à 4 °C avec 3 ml de phosphate de 

potassium, 50 mM à froid (pH 7,6) contenant 0,1 % de triton X-100 (v/v) et 1% de 

polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) (w/v). L'homogénat est centrifugé à 4 °C pendant 15 min à 

12000.g.   

Le surnageant récupéré est utilisé pour : 

- l’évaluation du niveau de stress oxydatif (par le dosage du malonedialdéhyde) 

- la détermination de la concentration des protéines, 

- l’évaluation de l’activité de la GST, 

- le dosage du glutathion. 

3.2. Dosage du malonedialdéhyde (MDA) 

Le niveau du stress oxydatif est évalué à partir du dosage de la quantité du MDA dans 

les plantes, l’indicateur du niveau de la peroxydation des lipides des membranes. Il est dosé 

selon la méthode de Kosugi and Kikugawa, (1985) modifiée. 

 Principe de la méthode 

Le principe du dosage repose sur la réaction qui se produit entre le malondialdéhyde et 

l'acide thiobarbiturique (TBA) formant le dérivé coloré MDA-TBA2, de couleur rose 

absorbant à 532 nm. 

 

 



                                                                                             Matériels et Méthodes 

 Page 21 
 

 Mode opératoire  

0,5 ml de surnageant est homogénéisé avec 1 ml de l’acide trichloroacétique TCA 

(20%) et 0,5 ml de l’acide thiobarbiturique « TBA » (1%). Le mélange est incubé à 95 °C 

pendant 30 min et la réaction est arrêtée par immersion des tubes dans la glace. Le mélange 

refroidi est centrifugé à 5000g pendant 10 min à 25 °C.  

 Détermination de la concentration du MDA dans les échantillons 

L'absorbance non spécifique à 600 nm est soustraite de l'absorbance à 532 nm et la 

concentration en MDA est déterminée par son coefficient d'extinction molaire 155 mM
-1

 cm
-1

. 

Elle est exprimée en µmol/gramme de tissu. 

3.3. Dosage des protéines 

Les concentrations de protéines sont quantifiées selon la méthode de Lowry et al., 

(1951) modifiée par  Pelmont (1995). La BSA est utilisée comme protéine étalon. 

 Principe  

Le principe de cette méthode repose sur la combinaison entre la réaction du biuret et la 

réaction de Folin-Ciocalteu. En milieu alcalin, le complexe formé par les ions Cu
+2 

 et les 

groupements tyrosine et tryptophane réagit avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Il se développe 

une coloration bleue absorbant à 750 nm.  

 Mode opératoire  

Le mélange réactionnel contient 2 ml de la solution mère (voir composition en annexe 

2), 200 µl de l’échantillon, 200 µl du réactif de Folin-Ciocalteu. Le tout est homogénéisé au 

vortex puis laissé à l’obscurité pendant 30 min. 

 Calcul de la concentration des protéines dans les échantillons 

Après mesure de l’absorbance, la concentration  des protéines de chaque échantillon est 

déterminée à  partir d’une courbe d’étalonnage préalablement réalisée avec la BSA dans les 

mêmes conditions (voir annexe 2). 
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3.4. Evaluation de l’activité de la glutathion S-transférase 

Le dosage de la glutathion S-transférase est effectué selon la méthode de Habig and 

Jakoby (1981). 

 Principe de dosage 

La  GST  catalyse  la  réaction  de  conjugaison  qui s’effectue entre le  glutathion 

(GSH) et  le  1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB). Elle aboutit à la formation du complexe  

Glutathione-2,4-Dinitrobenzene (GS–DNB) absorbant  à  340 nm. 

 Mode opératoire  

Le mélange réactionnel contient 2,7 ml de tampon phosphate  0,1 M, pH 6,5 (2,8 ml 

pour le blanc), 0,1 ml de glutathion 50  mM (préparé dans le tampon phosphate pH 6,5) et 0,1 

ml de CDNB 40 mM (préparé dans l’éthanol à 95%). 0,1 ml de l’extrait enzymatique est 

ajouté au mélange placé dans la cuve et le tout est mixé par inversion. L’absorbance est 

mesurée chaque minute pendant 5 minutes. 

 Calcul de l’activité enzymatique spécifique de la GST 

Après soustraction de l’absorbance du blanc et détermination de l’absorbance de la 

GST de chaque échantillon, par minute, l’activité enzymatique est calculée en utilisant le 

coefficient d'extinction molaire du GSH-CDNB : 9.6 mM
-¹
. 

Une unité correspond à la conjugaison de 1 µmole de 1-chloro-2,4-dinitrobenzene 

avec le glutathion réduit par minute. L’activité spécifique est exprimée en µmol/min/mg de 

protéines. 

3.5. Dosage du glutathion  

Le dosage du glutathion (GSH) est effectué selon la méthode d’Ellman, (1959) 

 Principe  

Le principe repose sur les propriétés réductrices des groupements thiols (SH) du 

glutathion. En présence des groupements SH de l'échantillon, les ponts disulfure (S-S) 

contenus dans le réactif d'Ellman (ou DTNB « 5-5' dithionitrobenzoicacid ») vont être réduits.  

Les dérivés thiols aromatiques « TNB : thionitrobenzoique » formés absorbent à une longueur 

d’onde de 412 nm. 
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 Mode opératoire  

250 µl de l’extrait brut est ajouté au mélange réactionnel contenant 2 ml de tampon 

phosphate 0,1 M, pH 8, 70µl du DTNB 10 mM (dissous dans le tampon phosphate 7,2). Le 

tout est homogénéisé au vortex puis incubé à température ambiante et à l’obscurité pendant 30 

min. Pour le blanc, l’extrait brut est remplacé par l’eau distillée. 

 Calcul de la concentration du glutathion dans les échantillons 

Après mesure de l’absorbance, la concentration  du glutathion de chaque échantillon est 

déterminée à  partir d’une courbe d’étalonnage préalablement réalisée à base de différentes 

concentrations en GSH (voir annexe 3). 

4. Analyse statistique 

Les tests statistiques réalisés au cours de ce travail sont la moyenne ± SEM (N=3) et 

l’analyse de la variance (ANOVA) suivie du test Tukey. L’analyse de la variance a été 

effectuée pour comparer les différentes classes de concentrations en Zn de chaque partie 

(aérienne et racinaire) par rapport à la classe des témoins. Le traitement des résultats est 

effectué  à l’aide des logiciels : Excel 2007 et GraphPad Prism 5 Demo avec un seuil de 

signification de 0,05. 
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1. Effet du zinc sur la croissance de Phaseulus vulgaris L. 

Les résultats de la croissance de la plante Phaseulus vulgaris L. après 6 et 9 jours, en 

fonction des différentes concentrations du Zn (de 50 à 400 mM), sont présentés dans la 

figure 6 :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Effet du zinc sur la croissance de Phaseulus vulgaris L. après 6 et 9 jours de 

culture. 

D’après la figure 6, l’effet clair du zinc sur le phénotype commence à apparaitre à partir 

du  6ème jour. Les résultats  montrent qu’à de fortes concentrations, la croissance des plantes 

diminue considérablement.  

La croissance des plantes atteint son maximum et dépasse même celle des témoins à une 

concentration en Zn de 50 mM, que ce soit après 6 ou 9 jours. Au-delà de 50 mM elle 

commence à diminuer.  

Les résultats de la  mesure de la longueur des parties aériennes et racinaires de 

Phaseulus vulgaris L., ainsi que le poids des plantes fraiches, sont concordants avec les 

résultats de la croissance (figure 7). 

 

 

Après 6 jours  

Après 9 jours 
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Figure 7 : Effet du zinc sur la longueur des parties aériennes et racinaires ainsi que le poids 

frais de Phaseulus vulgaris L. 

Les figures 7a, 7b et 7c montrent que la longueur la plus élevée des deux parties de la 

plante est atteinte à la concentration de 50 mM en Zn (24 cm pour la partie aérienne et 6,5 cm 

pour les racines). La plus basse est observée à 400 mM (10 cm pour la partie aérienne et 3,5 

cm pour les racines).  

De même, une diminution nette du poids des plantes fraiches est observée lorsque la 

concentration en Zn dépasse 50 mM (elle passe de 4,6g à 50 mM à 2,2 g à 400 mM. Voir 

figure 7d). Il est à noter que le poids de la matière fraiche des plantes à 50 mM en Zn dépasse 

celui des témoins. 
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Le Zn est le deuxième métal de  transition le plus abondant après le fer (Fe). Il agit 

comme un élément nutritif pour les plantes et est impliqué dans diverses réactions 

métaboliques (Broadley et al., 2007 ; Vaillant et al., 2005), telles que l'activité des 

phytohormones, la synthèse des protéines, la photosynthèse, le métabolisme des glucides, la 

défense, …(Sadeghzadeh, 2013). 

L’augmentation de la croissance des parties aériennes et racinaires, ainsi que la masse 

de la matière fraiche des plantes, observées à la concentration de 50 mM, par rapport aux 

plantes témoins, peuvent être attribuées au fait que le Zn maintient son rôle d’oligoélément à 

de faibles concentrations(Broadley et al., 2007). 

À des concentrations élevées, le zinc peut directement  inhiber la croissance des racines 

en agissant sur la division cellulaire, l'élongation cellulaire  ou la  combinaison des deux. Il est 

connu que les métaux sont susceptibles d’inhiber l'activité mitotique, de produire des 

anomalies cytologiques et de provoquer des mutations au niveau de l'ADN (Vijayarengan and 

Mahalakshmi, 2013). 

La diminution de la longueur des parties aériennes et racinaires des plantes à une 

concentration élevée de zinc peut être causée par une réduction, soit du nombre de cellules de 

Phaseolus vulgaris (Nieman, 1965; Vijayarengan and Mahalakshmi, 2013), soit  de leur taille. 

vulgaris (Nieman, 1965; Hosseini and Poorakbar, 2013). 

Il est connu que la réduction de la masse des parties racinaires limite l’absorption et la 

translocation des nutriments  de l’eau, ce qui induit une carence en minéraux et une chlorose 

des feuilles. Ce sont les signes de la toxicité de la plante (Foy, 1988) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                           Résultats et discussions 

 Page 28 
 

2. Effet du zinc sur la teneur de MDA (malondialdhyde) 

Le niveau de la peroxydation lipidique a été évalué par la mesure de la concentration du 

MDA dans les deux parties de Phaseulus vulgaris L. (figure 8) 

 

 

 

Figure 8 : Effet du Zn sur la teneur en MDA de Phaseulus vulgaris L. Les astérisques indiquent 

une différence significative par rapport aux plantes témoins (* : significative (P < 0.05), ** : très 

significative (P<0.01), *** : hautement significative (P<0.001)). 

La figure 8 montre que la teneur en MDA augmente très significativement avec 

l’augmentation de la concentration du Zn. Elle est plus élevée dans les parties aériennes que 

dans les  parties racinaires.  

Certains auteurs ont  démontré une augmentation de la peroxydation lipidique suite à 

une exposition aux métaux lourds (Gill and Tuteja, 2010a; Michel et al., 2008). Ces derniers 

induisent la production de ROS (tels que 
1
O2, O2

.-
, OH

.
...). 

Les ROS formés et accumulés lors du stress induit par les métaux vont réagir avec 

l’acide gras polyinsaturé pour former les radicaux lipidiques et les aldéhydes réactifs, ce qui 

provoque la baisse de la fluidité membranaire et l’altération des protéines membranaires (Gill 

and Tuteja, 2010b). Il a été prouvé que le premier site endommagé par les métaux lourds est la 

membrane cellulaire. Cela est dû à une attaque de ses acides gras polyinsaturés, dont le 

produit est le malondialdehyde (ou MDA) (Aravind and Prasad, 2003 ; Dazy et al., 2009 ; 

Chaoui et al., 1997)  
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La teneur élevée  du MDA dans les parties aériennes est due au fait qu’elles contiennent 

en plus des mitochondries et des peroxysomes (les lieux de sla génération des radicaux libres) 

les chloroplastes qui sont  souvent considérés comme étant la principale source d’ERO chez 

les organismes  photosynthétiques (Asada, 2006; Edreva, 2005; Foyer and Noctor, 2003).  

Les métaux lourds génèrent les ROS et causent une dégradation de la chlorophylle 

(Lichtenthaler and Miehé, 1997; Rau et al., 2007). Cela est dû à la peroxydation de la 

membrane des chloroplastes et à la réduction des constituants de la membrane des thyaloïdes 

(Dazy et al., 2009). Ceci explique peut être la forte teneur du MDA dans les parties aériennes 

de Phaseulus vulgaris L. par rapport aux racines. 

3. Effet du zinc sur l’activité de la glutathion s-transférase  

L’activité de la GST mesurée chez  Phaseolus vulgaris L,  en réponse à différentes 

concentrations de zinc, est présentée dans la figure 9. 

 

Figure 9 : L’activité de la GST dans les racines et les parties aériennes de  Phaseolus vulgaris 

L., Les astérisques indiquent une différence significative par rapport aux plantes témoins (ns : non 

significative, * : significative  (P < 0.05), ** : très significative (P<0.01), *** : hautement significative 

(P<0.001)). 

D’aprés la figure 9 la variation de l’activité de la GST dépend de l’élevation des 

concentrations de zinc dans le sol. Elle augmente dans les deux parties de la plante à 50 mM  

pour ensuite diminuer à la concentration de 100 mM au niveau des feuilles. Elle augmente 

ensuite à nouveau  de maniére très significative à 200 et 400 mM en Zn. 

µ
g 
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La  GST  joue   un  rôle  primordial  dans  le  mécanisme  de   détoxification  des 

métaux lourds et des  espèces réactives de l'oxygène (ROS) et aussi dans la régulation de 

l'équilibre redox (Konings and Penninga, 1985; Siritantikorn et al., 2007). Cette enzyme est 

définie comme un biomarqueur de contamination par les ETM (Cantú-Medellín et al., 2009) 

et les hydrocarbures aromatiques (Le Pennec and Le Pennec, 2003).  

Nos résultats montrent que les variations de l’activité de la GST sont similaires à celles 

du MDA. Plus la concentration des métaux dans le sol augmente plus la GST est activée pour 

lutter contre le stress induit par les métaux. Ce qui explique la forte activité de la GST dans 

les parties supérieures à l’encontre des parties racinaires.  

L’augmentation de l’activité de la GST, en réponse au stress métallique, à été rapportée 

antérieurement  pour  les plants de colza exposés à différentes concentrations de zinc (Wang 

et al., 2009) et chez les plantules de riz (Oryza sativaL. cv. N07-63) en présence du Cd (Hu et 

al., 2009). Haluskova et al. ont montré que l'orge (Hordeum vulgare cv. Jubilant), soumis à 

plusieurs métaux lourds (Cd, Pb, Cu, Hg, Co et Zn), présente une augmentation significative 

de l'activité de son GST (Halušková et al., 2009). 

Les Glutathion S-transférases sont  responsables de la détoxification des composés 

xénobiotiques et endobiotiques  par une liaison covalente du  glutathion (GSH) à un substrat 

hydrophobe, formant un conjugué de glutathion S-R moins réactif (Mohsenzadeh et al., 

2009). Chez les plantes, elles détoxifient les herbicides, les métaux lourds et les toxines 

naturelles par le même principe. Elles protègent également les cellules d'un large éventail 

contre l’attaque des radicaux libres générés  par les polluants suscités (Lee et al., 2011) 

Les GST végétales sont subdivisées en 7 classes : phi, tau, theta,  zeta,  lambada, DHAR 

et TCHQD et chacune assure une fonction spécifique. Les classes tau et phi  sont les plus 

abondantes dans la plante. Elles sont principalement impliquées dans le métabolisme des 

xénobiotiques. Elles catalysent la détoxification des herbicides et des métaux via le GSH 

(Dixon et al., 2002). 

Chez les plantes, la classe tau des isoenzymes de la GST protège les cellules de la 

toxicité des métaux en catalysant la conjugaison du GSH avec les métaux pour une 

séquestration vacuolaire ultérieure (Dixon et al., 2002; Moons, 2003). 40 à 61 des isoenzymes 

de la  GST sont de la classe  tau. Elles sont plus sensibles à l'exposition de métal que les 

autres sous-groupes de la GST (Soranzo et al., 2004; ZHANG et al., 2013). 
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En se basant sur ces informations et sur les travaux effectués par (Benhamdi et al., 

2014), on  soupçonne qu’à faible concentration en Zn et en l’absence du stress, toutes les 

isoenzymes de la GST sont actives, ce qui permet d’expliquer l’activité importante de la GST 

à 50 mM.  Au-delà de cette concentration certaines isoenzymes deviennent inactives et ce ne 

sont que les GST de la classe tau qui vont s’exprimer et leur activité augmente avec 

l’augmentation du stress. Ce qui permet d’expliquer la diminution de l’activité de la GST a 

100 mM pour les feuilles puis son augmentation. 

4. Effet du Zn sur la teneur  du glutathion  

L’effet du Zn sur la teneur en GSH dans les parties aériennes et racinaires de  

Phaseolus vulgaris L. est presenté dans la figure 10 :  

 

Figure 10 : Effet du Zn sur le taux du GSH dans les racines et les parties aériennes de  

Phaseolus vulgaris L. Les astérisques indiquent une différence significative par rapport aux plantes témoins 

(ns : non significative, * : significative  (P < 0.05), ** : très significative (P<0.01), *** : hautement significative 

(P<0.001)). 

La figure 10 montre que la teneur en glutathion augmente dans les deux parties 

aériennes et racinaires des plantes en réponse à différentes concentrations en Zn. Elle atteint 

son maximum à 100 mM dans les feuilles et à 200 mM au niveau des racines. 

Le glutathion (GSH) est un antioxydant non enzymatique très abondant dans les 

plantes. C’est un thiol de faible poids moléculaire. Il est impliqué dans la défense contre les 

radicaux, dans la biosynthèse de la phytochélatine (PC) et dans la résistance aux métaux en 

agissant comme chélateur direct (Mendoza-Cozatl and Moreno-Sanchez, 2006). Le GSH peut 

être synthétisé dans les plantes ou recyclé à partir de sa forme oxydée par l'intermédiaire de la 

GSH réductase (Apel and Hirt, 2004). Il participe au contrôle des niveaux du H2O2 à travers le 
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cycle ASA-GSH (Foyer and Noctor, 2005). Il peut également fonctionner directement comme 

un capteur de radicaux libres par réaction avec 
1
O2, O2

• -
 et 

•
OH (Larson, 1988). 

L’élévation de la concentration du GSH dans les deux parties de la plante (voir figure 

10) est due à l'augmentation du Zn et des ROS. Elle peut être aussi due à une baisse de la 

capacité de défense des autres antioxydants (Gupta et al., 1991; Marrs, 1996) qui sera 

compensée par le glutathion. 

 La diminution de la teneur du glutathion à fortes concentrations en Zn peut être 

expliquée par la liaison directe du glutathion au métal (Barrameda-Medina et al., 2014). En 

effet les ETM sont caractérisés par leur forte affinité vis-à-vis des groupements thiols en 

formant des complexes avec ces entités chimiques (Viarengo, 1994; Viarengo and Nott, 

1993). La synthèse de GSH en présence du zinc serait donc un mécanisme de protection dans  

lequel  le  métal  se  fixe  aux  groupements  thiols  du  GSH,  prévenant  ainsi  les  dommages 

cellulaires. La baisse des niveaux de GSH pourrait également être attribuée à une utilisation 

accrue de ce dernier pour la régénération de l'ASA à partir du  DHA ou bien pour la synthèse 

des phytochélatines (Hossain et al., 2012). 

Nos résultats sur les teneurs élevées du GSH dans les parties aériennes concordent 

avec ceux de Wang et al., (2009). Ils ont constaté que les plantules de colza exposées à 

différentes concentrations de zinc présentent une forte concentration en glutathion dans les 

parties aériennes par rapport aux parties racinaires. La teneur importante de la GSH dans les 

parties supérieures pourrait suggérer que le niveau du stress est plus important au niveau des 

feuilles. Ceci est confirmé par le taux du MDA. Le taux élevé du GSH est peut être dû aussi à 

la concentration du Zn qui est plus importante au niveau des feuilles, mais cette dernière 

hypothèse doit être confirmée par le dosage du Zn dans les deux parties de la plante à 

différentes concentrations. 
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La pollution par les métaux lourds est un facteur majeur dans la dégradation de 

l’environnement. De part leur nature biopersistante, les métaux lourds causent des 

perturbations de l’écosystème, détériorent les sols, les eaux et s’accumulent dans les 

plantes via un transfert sol-plante. Ces métaux  peuvent être transmis aux êtres humains et aux 

animaux via la chaine alimentaire. 

Le zinc (Zn) est un micronutriment essentiel pour la croissance des végétaux. 

Néanmoins l’accroissement de sa concentration le rend toxique et dangereux pour les plantes. 

Notre étude s’est intéressée à l’effet du Zn, à différentes concentrations dans le sol, sur la 

croissance et la réponse du système antioxydant de Phaseolus vulgaris. L. 

Les résultats obtenus montrent qu’à faible teneur en Zn dans le sol, ce métal est 

considéré comme oligoélément qui améliore la croissance des plantes par rapport aux plantes 

témoins. Cependant une inhibition de la croissance, de l’élongation racinaire et aérienne, ainsi 

qu’une baisse de la masse fraiche, ont été observées à fortes concentrations. Mais les plantes 

continuent à survivre. Cela prouve qu’elles tolèrent des concentrations élevées en Zn dans le 

sol et dans leurs tissus. 

A l’origine de cette tolérance élevée Phaseolus vulgaris. L prend en charge les ROS 

produits en présence du Zn par activation de son système de défense antioxydant. Ce qui 

permet de diminuer le stress oxydatif au niveau de ses tissus. 

L’évaluation du niveau de la peroxydation lipidique (par le dosage du MDA), de 

l’activité de la Glutathion S-transférase et de la concentration du glutathion (GSH) montre que 

ces paramètres suivent l’augmentation de la concentration du Zn dans le sol. Ils  sont plus 

forts dans les parties aériennes que dans les parties racinaires.  

La concentration du MDA dans les deux parties de la plante présente une relation 

linéaire avec celle du zinc dans le sol. Cependant l’élévation du MDA dans les parties 

supérieures était plus significative que dans les parties racinaires. Ceci prouve que les feuilles 

sont plus stressées que les racines. Cela est probablement dû au fait que les feuilles 

contiennent, en plus des mitochondries et du peroxysome, les chloroplastes qui sont la 

principale source de production des ROS. Une autre hypothèse est qu’une grande partie du Zn 

est transloquée vers les parties aériennes de la plante, ce qui induit une forte production des 

ROS. Cela reste à confirmer par le dosage du Zn dans les deux parties de la plante. Les 



Conclusion 

 Page 35 
 

résultats du MDA indiquent que ce dernier est un bon marqueur du stress oxydatif induit par 

le Zn. 

Les résultats de l’activité de la GST montrent une forte similarité avec ceux du MDA. 

Plus la concentration du Zn dans le sol augmente, plus le stress est induit dans les plantes et 

plus la GST est activée pour lutter contre ce stress. L’activité de la GST est toujours plus 

importante au niveau des parties aériennes. 

La variation de l’activité de la GST à partir de la concentration de 50 mM serait due à 

l’inactivation de certaines isoformes de la GST. Ces dernières ne réagissent pas au cours du  

stress métallique. Ce ne sont que les GST de la classe tau qui vont réagir et leur expression 

suit le niveau du stress métallique dans les plantes. Mais cette hypothèse doit être confirmée 

par des études ultérieures. 

Le glutathion est le substrat de la GST. Il a une forte affinité avec les ETM. Sa teneur 

élevée dans les deux parties de  Phaseolus vulgaris. L., en réponse au Zn, est due à la synthèse 

du glutathion suite à une forte production des ROS. Sa diminution à de fortes concentrations 

est peut être le résultat de la liaison du GSH avec le Zn. 

Dans le but d’expliquer le niveau des teneurs élevées des marqueurs étudiés dans les 

parties aériennes de Phaseolus vulgaris. L. et de comprendre son comportement vis-à-vis du 

Zn, il est préférable de compléter cette étude par la détermination des concentrations du Zn 

dans les deux parties de la plante et le sol utilisé.  

Aussi pour expliquer les variations de la GST, il est indiqué dans ce cas d’extraire les 

GST de Phaseolus vulgaris. L de chaque concentration par les méthodes chromatographiques, 

puis faire une électrophorèse monodimensionnelle afin de déterminer les isoenzymes 

surexprimées dans le cas de stress métallique.   
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Annexe 1 : Préparation des différentes concentrations du Zn 

- Préparer une solution mère de (800mM) en faisant dissoudre 4g de Zn So47Ho4 dans 

100 ml d’eau distillée. 

- Préparer les différentes concentrations du Zn : 50,100, 200 et 400 mM à partir de 

la solution mère du Zn (voir tableau ci-dessous). 

Tableau : préparation des solutions du zinc 

Dilution  800 mM 400 mM 200 mM 100 mM 50 mM 0 mM 

Solution 
mère (ml) 

100 50 25 12.5 6.25 0 

Eau distillé 
(ml) 

0 50 
 

75 87.5 93.75 100 

 

Le pH de toutes ces solutions est ajusté à 4.5 en utilisant le Hcl à 1 mM. 
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Annexe 2 : La courbe d’étalonnage de la BSA 

A. Composition de la solution mère (M) 

 La solution(A) : Carbonate de sodium (2%) dissous dans le Na OH (0.1N). 

 La solution (B) : Sulfate de cuivre (0.5%) dans l’eau distillée. 

 La solution(C) : Tartrate double de sodium et potassium (1%) préparé dans 

l’eau distillée. 

Solution M= 980 µl (A) + 100 µl (C) +100 µl (A) 

B. Préparation du réactif de Folin 

Le réactif de folin est composé de 5ml du folin et 5ml de NaOH (1N). 

C. Préparation de la BSA et des séries de dilution. 

Préparer :  

- une solution mère de la BSA avec une concentration de 1000 µg/ml dans l’eau 

distillée. 

- Puis une série de dilution de la BSA de 0 à 1000 µg/ml (voir tableau ci-

dessous). 

Tableau 04 : Préparation des séries de dilution de la BSA  

D. Composition du mélange réactionnel et déroulement de la réaction. 

- 2ml de la  solution M. 

- 200µl de BSA (200µl d’eau distillée pour le blanc). 

- 200µl du réactif de folin.  

- Agitation et incubation  pendant 30 min à l’obscurité et à température ambiante. 

- Lecture de l’absorbance  à 700 nm. 

 

 

 

   Blanc 1 /5 2 /5 3/5 4 /5 5/5 

BSA (µL) 0 200 400 600 800 1000 

Eau distillée (µl) 1000 800 600 400 200 0 
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E. Traçage de la courbe d’étalonnage 
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Annexe 3 : La courbe d’étalonnage  du glutathion 

1. Préparation des solutions 

- Tampon phosphate à pH 8. 

- Tampon phosphate à pH 7.2. 

- Acide 5- Sulfosalicylic (SSA) à 2% (préparé dans l’eau distillée).  

2. Préparation du réactif d’ELLMAN (DTNB)  

- DTNB (10 mM) dissous dans le tampon phosphate 7,2. 

3. Préparation de la solution mère du Glutathion et des séries de dilution 

- Glutathion dissous dans SSA 2% (100µg/ml) à partir de 1 mg/10 ml. 

              Tableau :   Préparation des séries de dilution du glutathion 

 

 Blanc       1/10       2/10      3/10        4/10      5/10      6/10        7/10       8/10      9/10     10/10 

SSA (µl) 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0 

G/SSA (µl) 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 

 

D. Composition du mélange réactionnel et déroulement de la réaction.  

- 250µl de la solution G/SSA. 

- 2.5ml de la solution tampon phosphate pH 8. 

- 70µl du réactif d’Ellman. 

- Agitation et incubation de 30min. 

- Lecture de l’absorbance à 412 nm. 
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E. Traçage de la courbe d’étalonnage 
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Résumé  

 

Le Zinc (Zn) est le second métal de transition le plus abondant après le fer. C’est un 

micronutriment et oligoélément essentiel pour les plantes à faible concentration. En excès, il 

devient toxique pour les plantes, via la  génération des espèces réactives de l'oxygène et  

l'induction de stress oxydatif.  

Cette étude vise à analyser l'impact du Zn, à différentes concentrations dans le sol, sur la 

croissance et le système de défense antioxydant des tissus de Phaseolus vulgaris L. Les 

paramètres évalués, dans les deux parties de la plante, sont la teneur du malondialdehyde 

(MDA), l’activité de la glutathion S-transférase (GST) et la concentration en glutathion 

(GSH). La culture a été faite dans des pots. Le Zn a été ajouté sous forme de sulfate de zinc 

(ZnSO4 .7H2O) dans le sol avec différentes concentrations (50 mM, 100 mM, 200 mM et 400 

mM) et à pH de 4,5. 

Les résultats obtenus ont montré une inhibition de la croissance des plantes d’haricots, 

de l’élongation foliaire et racinaire et de la masse fraiche par rapport aux plantes témoins. Le 

niveau du MDA augmente avec l'élevation de la concentration de zinc dans les feuilles et les 

racines, mais il est plus important au niveau des feuilles, ce qui indique une peroxydation 

lipidique accrue. 

L'activité de la GST diffère sensiblement selon les concentrations de métaux dans le 

sol, mais elle augmente généralement en réponse à des concentrations élevées du Zn dans le 

sol. Elle est globalement plus active dans les parties supérieures que dans les racines où le 

niveau du MDA est plus élevé. 

La teneur en GSH augmente dans les plantes exposées à 50-100 mM dans les parties 

aériennes et racinaires, ce qui suggère que la synthèse du GSH a été activée. Tandis qu'elle a 

diminué à 200 et à 400 mM. Ceci est le résultat de la liaison du glutathion avec le Zn pour 

séquestrer le complexe formé au niveau des vacuoles. 

Ces résultats soulignent le rôle important du système de défense antioxydant de 

Phaseolus vulgaris.L contre le stress oxydatif induit par le Zn. Ce système lui a permis de 

tolérer de fortes concentrations en Zn et de poursuivre sa croissance. Le MDA, la GST et le 

GSH sont des bons marqueurs du stress oxydatif chez Phaseolus vulgaris.L. 

Mots clés : Phaseolus vulgaris.L, Zinc, stress oxydatif, MDA, GSH, GST



Abstract   

 

 

Zinc (Zn), the second most abundant transition metal, after iron, is an essential 

micronutrient for plants. Generally, Zn is considered one of the least toxic heavy metals, but 

in excess it is toxic to plants, usually by generation of reactive oxygen species and induction 

of oxidative stress. 

This study aims to analyze the impact of Zn at different concentrations in soil, on the 

growth and the antioxidant defense system of Phaseolus vulgaris L. tissue. The parameters 

evaluated in the two parts of the plant, are the content of malondialdehyde, the activity of 

glutathione S-transferase (GST) and glutathione concentration (GSH). The culture was made 

in pots. The Zn was added in the form of zinc sulphate (ZnSO4 .7H2O) into the ground with 

different concentrations (50 mM, 100 mM, 200 mM and 400 mM) and pH of 4.5. 

The results showed inhibition of the growth of plants beans, leaf and root elongation 

and fresh mass compared to control plants. The level of MDA increased with the rise of the 

concentration of zinc in the leaves and roots, but it is more important in leaves, indicating 

increased lipid peroxidation. 

The activity of antioxidant enzyme (GST) differs significantly according to the soil 

metal concentrations, but it usually increases in response to high concentrations of Zn in 

soil.GST is overall more active in the upper parts than in the roots where the level of MDA is 

higher. 

GSH content increased in plants exposed to 50–100 mM in both roots and leaves 

suggesting that the GSH synthesis was activated. while it decreased at 200-400mM. This is 

the result of binding glutathione with Zn to sequester the complex formed at vacuoles. 

These results underline the important role of  Phaseolus vulgaris.L antioxidant defense 

system aginst oxidative stress induced by Zn. This system has enabled it to tolerate high 

concentrations of Zn and keep growing. MDA, GST and GSH are good markers of oxidative 

stress in Phaseolus vulgaris.L. 

Keywords: Phaseolus vulgaris.L, Zinc, oxidative stress, MDA, GSH, GST.



 ملخص

 

 الأساسية الدقيقة المغذيات من هوف ،الحديد بعد من حيث الوفرة الانتقالية المعادن ثاني الزنكيعتبر 

غير أن الزيادة والإفراط عند استعماله يجعله ساما  سمّية،  الثقيلة المعادن أقل من واحد  كما يعد ،للنباتات

  .الأكسدة لأكسجين وتحريضل تفاعلية أنواع توليد نتيجة نباتاتومضرا بال

لقد هدفت هذه الدراسة إلى تحليل آثار الزنك بدرجات تركيز متنوعة في الأرض على كل من نمو ونظام 

ولهذا الغرض فقد شملت معايير التقييم في . Phaseolus vulgarisالدفاع المضاد الأكسدة لأنسجة 

-glutathion S، نشاط malondialdehydeالمحتوى من : الجزء العلوي والسفلي للنبات على كل من

transférase (GST)  وتركيزglutathion وقد تم الغرس في أوعية صغيرة أين تم إضافة كبريتات ،

 (mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM 50)بدرجات تركيز متغيرة  (ZnSO4.7H2O)الزنك   

 .pH (4,5)ومعدل حموضة 

الأوراق والجذور وانخفاض في الوزن  قصرلقد أظهرت نتائج الدراسة فشل في نمو بذور الفاصوليا، 

يرتفع بارتفاع    MDAوفي نفس الوقت فقد تم ملاحظة أن مستوى . الحي للنبتة مقارنة بالنبتة الشاهد

ل على زيادة في مستوى تركيز الزنك في الأوراق والجذور لكن بنسبة أكبر في الأوراق الأمر الذي يد

 .فوق أكسدة  الليبيدات مقارنة بالشاهد

يختلف نسبيا حسب درجات تركيز المعادن  GSTمن جهة أخرى فقد أظهرت النتائج أيضا أن نشاط إنزيم 

  GSTفي التربة وبشكل عام يزيد هذا النشاط كلما كان تركيز الزنك أعلى في الأرض، كما نجد أن إنزيم 

  .لأجزاء العلويه منه في الجذوريكون أكثر فعالية في ا

في كل من الأجزاء العلوية والسفلية  Mm 100-50المحتواة في النبتات المعرضة لـ  GSHزيادة كميات 

قد انخفضت في النبتات   GSH، في حين نجد أن كميات GSHمما يشير إلى انطلاق عملية تركيب 

من أجل عزل  glutathion بين الزنك و ، وهذا راجع إلى الإرتباط الحاصل 400m-200 المعرضة لـ

 .المركب الذي تشكل على مستوى  الفجوات

 عند للأكسدة المضاد الدفاع نظام الذي يلعبه الهام الدور على تؤكد النتائج هذهفي الأخير فإن 

Phaseolus vulgaris.L فقد سمح هذا  ، في التربة الزنك من عالية تركيزات تسببها التي الاكسدة ضد

 .النظام الدفاعي للنبتة من تحمل مستويات تركيز عالية من الزنك ومتابعة نموها

  ,GST, GSH, MDA الاكسدة، الزنك، Phaseolus vulgaris.L   : الكلمات المفتاحية 

 



 

 

 


