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Introduction

La pollution de I’environnement et des sols est devenue actuellement un probléme
préoccupant. En effet les substances polluantes présentes dans le sol sont extrémement
nombreuses. Parmi les plus répandues il y a les hydrocarbures, les pesticides, les matieres
plastiques, I’amiante et les métaux lourds (Adriano, 2001; Alkorta et al., 2004).

Les métaux lourds font partie des principaux polluants inorganiques du sol. lls 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 a 1’état de traces, tels que le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le
fer (Fe), le Manganese (Mn)..., sont essentiels pour 1’organisme, I’accroissement de leur
concentration les rend toxiques et dangereux pour les étres vivants. D’autres ¢léments ne sont
pas essentiels 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) (Alloway,
1995).

Lorsque les plantes sont exposées a des niveaux élevés en métaux lourds, il y a
induction des espéces réactives oxygénées (ROS), c’est-a-dire, des molécules contenant de
I’oxygéne produit dans les réactions d’oxydoréduction (Dowling et Simmons, 2009). La
formation de ROS résulte du stress oxydatif qui crée un état de déséquilibre entre la défense
antioxydante et la production des radicaux (Halliwell, 2007). Ces ROS peuvent causer des
dommages oxydatifs aux membranes lipidiques, a I’ADN et aux protéines et leur oxydation
peut conduire a un dysfonctionnement cellulaire (Hoffman et al., 1998; Valavanidis et al.,
2006).

Pour empécher ou contréler la production des ROS, certaines plantes développent un
systéeme de défense antioxydant qui est a la fois composé de systémes enzymatiques (catalase,
superoxyde dismutase, peroxydase, glutathion réductase, glutathion S-transférase, glutathion
peroxydase, etc...) et de systémes non-enzymatiques (vitamines C et E, caroténoides,

glutathion, etc...).

Afin de maintenir une bonne qualité des sols et des eaux et les maintenir éloignés
d'une éventuelle contamination par les métaux lourds, des efforts continus ont été déployés
pour développer des technologies faciles et économiques. Les approches physico-chimiques
ont été largement utilisées pour la remediation des sols et des eaux pollués. Cependant, les

codts élevés et les effets secondaires de ces techniques rendent ces approches inefficaces.



Introduction

L'utilisation des espéces de plantes pour le nettoyage des eaux et des sols pollués,
appelées phytorémédiation, a suscité un intérét croissant depuis la décennie passée comme
étant une technologie émergente rentable. Beaucoup d'études ont été entreprises dans ce
domaine durant les deux dernieres décennies. De nombreuses espéces de plantes ont été
identifiées et examinées pour leurs caractéristiques dans l'absorption et I'accumulation de
différents métaux lourds (Mclntyre, 2003)

Le but de notre travail est de voir si les lentilles peuvent participer a la
phytorémédiation des sols pollués par le Zn.
Pour cela nous avons évalué 1’effet du zinc sur la croissance, 1’accumulation et les
réponses anti oxydantes de Lens culinaris. Cette évaluation est basée sur :
- la détermination des concentrations du zinc dans les deux parties de la plante.
- la quantification du niveau de la lipoperoxydation membranaire (déterminé par
le dosage du malondialdéhyde « MDA »),
- le dosage des activités des enzymes antioxydantes (la peroxydase POD et la
glutathion peroxydase GPx) dans les parties aérienne et racinaire.
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Synthése bibliographique

1. La pollution par les métaux lourds
1.1. Les métaux lourds
Ce sont des éléments métalliques naturels d’une masse volumique dépassant 5 g/cm®.
IIs sont présents le plus souvent sous forme de traces dans I'environnement (Arris, 2008). En
fonction de leurs effets physiologiques et toxiques, on en distingue deux types: métaux
essentiels et non essentiels.

» Les métaux essentiels sont des éléments indispensables a I’état de trace pour de
nombreux processus cellulaires. Ils 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),...
(Kabata-Pendias et Pendias, 2001).

» Les métaux non essentiels sont toxiques méme a faible concentration. C’est le cas du
plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd),... (Blum, 1990).

1.2. La pollution par les métaux lourds
De nos jours, plusieurs activités humaines ont conduit a une augmentation de la

pollution par les métaux lourds. Les domaines les plus polluants sont :

- L'agriculture et l'utilisation massive des engrais, des pesticides, de I'épandage des
boues d'épuration, des lisiers... (Franklin et al., 2005),

- L'industrie et ses rejets de poussieres contenues dans les fumées émises ou ses
rejets d'effluents gazeux ou liquides, ...

- L'urbanisation et ses décharges de déchets urbains, 1’augmentation de la circulation

automobile et de la combustion des sources d'énergie fossile, ...(Sezgin et al., 2004).

1.3. Effets des métaux lourds sur les plantes et toxicité

Les métaux lourds sont dangereux pour 1I’environnement car ils ne sont pas degradables.
Ils s’accumulent au cours des processus minéraux et biologiques. lls peuvent étre absorbés
directement par le biais de la chaine alimentaire entrainant alors des effets toxiques.

Les symptomes de toxicité associés aux métaux lourds dépendent de leur mobilité a
I’interface sol-plante et a I’intéricur de la plante, mobilité qui détermine la concentration
endogene du métal (Aoun, 2008).

Les effets des métaux lourds les plus habituels consistent en une :

- Réduction de la croissance des différentes parties de la plante,
- Présence de chlorose due a une perte de chlorophylle, a une relative
augmentation des caroténoides et a une déficience en fer,

- Apparition des taches nécrotiques,
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- Abaissement de la photosynthése,

- Compétition avec d’autres cations pour des sites de liaison de la paroi pecto-
cellulosique des cellules racinaires,

- Inhibition ou stimulation de I’absorption des cations, causant des changements

significatifs au niveau du métabolisme cellulaire (Aoun, 2008).

1.4. Réponse des plantes a la toxicité par les métaux
Afin de prévenir ou de contrer les effets toxiques des métaux, les plantes mettent en
place des stratégies de défense. Les stratégies menant a la détoxification ou a la tolérance des
métaux chez les plantes comprennent :
- le restriction du mouvement des métaux par les mycorhizes ;
- I’attachement des métaux & la membrane cellulaire ou aux exsudats racinaires ;
- la réduction de I’influx au niveau de la membrane plasmique (lI'efflux actif
provenant de I’apoplaste) ;
- la présence d'agents chélateurs dans le cytosol ;
- la réparation active de la membrane plasmique en conditions de stress ;
- le transport des complexes métalliques (ex : phytochelatines) vers les vacuoles ;

- le transport et I’accumulation des métaux dans les vacuoles (Bélanger, 2009).

1.5. Phytorémédiation

La phytorémédiation est une technologie naissante qui utilise les plantes et les
microorganismes associés de la rhizosphére (Susarla, Medina, et McCutcheon, 2002). Pour
abaisser la concentration ou changer la biodisponibilité des produis chimiques toxiques situés
dans les sols (Cornejo et al., 1999), les eaux de surface de souterraines et méme dans
I’atmospheére.

Actuellement, elle est employée pour traiter de nombreuses catégories de
contamination, y compris les hydrocarbures pétroliers, les solvants chlorés, les pesticides et
les métaux lourds (Susarla, Medina, et McCutcheon, 2002). Cette technique est considérée
comme une remédiation naturelle assistée qui joue un réle important dans la restauration des
propriétés physiques, chimiques et biologiques des sols contaminés (Clemens, Palmgren, et
Krémer, 2002).



Synthése bibliographique

2. Lezinc
2.1. Définition
Le zinc est un élément chimique, de symbole Zn, de numéro atomique 30. C'est le 24sme
élément le plus abondant dans la crolte terrestre car il constitue a peu pres 0,004 %
(Browning et al., 1961). La forme minérale la plus commune du zinc est la sphalérite (ZnS)
(Pories et al., 1976). Le zinc se rencontre aussi sous forme de calamine (ZnCO3). Les autres
formes du zinc sont des produits d'oxydation de la sphalérite (Hem, 1985).

2.2. Role du zinc dans les processus biologiques chez les plantes

Il est connu que le zinc entre dans la synthese du tryptophane, lui-méme nécessaire a la
formation de 1’acide acétique indole (AlA) chez les plantes. L’acide acétique indole est I’une
des auxines responsable de I’allongement et de la division cellulaires.

La baisse des teneurs en AIA dans une plante carencée en zinc explique les symptémes
d’arrét de croissance et de faible élongation des feuilles (Vaughan, DeKock, et Ord, 1982;
Sanders et al., 1983).

C’est un composé essentiel de plusieurs métallo-enzymes chez les plantes (de la classe
des déshydrogénases). Il est donc indispensable a plusieurs fonctions différentes du
métabolisme des plantes. L’enzyme anhydrase hypergypsique est activée spécifiquement par
le zinc.

Le zinc joue un role important dans la synthése de I’ARN ainsi que dans la synthése des

protéines.

2.3. Mécanisme de I’absorption du zinc par les plantes
La fixation du zinc par les plantes se fait en plusieurs étapes :

a) Absorption du zinc : L’absorption du zinc a partir du sol se fait, a travers la
membrane plasmique des racines, grace a des transporteurs spécifiques qui sont les protéines
de transport de la famille ZIP. lls sont responsables du transport des Zn, Cd et Mn.
L’absorption est en grande partie sous contréle métabolique. Le phosphore, le fer et le cuivre
peuvent entrer en compétition avec le zinc dans les processus d’absorption et du transfert
(Yang et al., 2005).

b) Translocation du zinc : 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 I’espece végétale. Le déplacement
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du zinc des racines vers les parties aériennes est effectué a travers le xyleme, par circulation
de la séve brute (Marcato, 2007).

Certaines plantes non hyper accumulatrices séquestrent les métaux dans les vacuoles
des racines grace aux transporteurs MTP (Metal Tolerance protein). Ces métaux sont liés aux
acides organiques et aux phytochélatines (Zhao et McGrath, 2009).

D’autres plantes hyper accumulatrices transloquent les métaux vers les tiges via le
xyleme (voir figure 1). Cette translocation se fait par différents transporteurs membranaires :
HMAA4 et MT2b pour le Zn et le Cd, FDR3 pour le Zn, YSL pour le complexe HM-Na et NIP
pour I’ AS(III), etc(Grispen et al., 2011).

unloacﬂng sequestration

cell wall

4+
plasma membrane

NiZn

(Gor)

vacuole

Root
- cell wall
Zn Zn
D 2
Ni 1o Zn
HM
AS’ ° vacuole /| HM-NA
mn
AS
2eS e plasma membrane ggo
L + xylem
uptake Ioading

Figure 1 : Translocation des métaux lourds des racines vers les feuilles chez les plantes hyper

accumulatrices (Rascio et Navari-1zzo, 2011). La translocation se fait grace a différents transporteurs :
CAX = cation exchangers ; CDF = Cation Diffusion Facilitators ; FDR3= a member of the Multidrug and Toxin
Efflux family ; HM = Heavy Metals ; HMA= Heavy Metal transporting ATPases ; NA= Nicotinamine ; NIP=
Nodulin 26-like IntrinsicProteins ; P= Phosphate transporters ; S= Sulphatetransporters ; YSL= YellowStrip 1-
like Proteins ; ZIP = Zinc-regulated transporter Iron-regulated transporter Proteins.

Au moment de leur transport vers les vaisseaux de xyléme, les métaux sont liés aux
acides organiques (tels que le malate et le citrate), aux acides aminés (tels que I’histidine) et
aux protéines de faibles poids moléculaire (tels que la nicotiamine et la metalothionine)

(Rascio et Navari-lzzo, 2011).
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¢) Migration et accumulation du zinc

Les teneurs en zinc de la séve du xyléeme sont généralement supérieures a celles du
liquide prélevé par les racines. Le zinc semble étre transporté dans cette seve sous forme
ionique (Tiffin, 1967) ou lié a des acides organiques (White et al., 1981). Par contre, dans la
seve du phloéme, il est véhiculé sous forme de complexe anionique (Goor et Wiersma, 1976).

Une fois transloqués vers les tiges, les métaux sont distribués au niveau des différents
compartiments cellulaires (Sheoran, Sheoran, et Poonia, 2009; Yang et al., 2005).

L’¢tape finale de 1’accumulation des métaux est la séquestration qui se déroule
généralement dans les vacuoles. Les métaux sont complexés par la Mt, la PC et le GSH pour
les inactiver et les transporter vers les vacuoles a travers les transporteurs membranaires
(Sheoran, Sheoran, et Poonia, 2009). C’est le cas du CAX pour le Cd, du HMA3 pour le Zn,
du CDF pour Zn, Ni, ...

2.4. Phytotoxicité du zinc

D’aprés Rousseau le maximum ‘’normal’’ des teneurs de Zn dans les plantes est de
150mg/kg. Au-dela 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 et Das, 2009).

Les effets cytotoxiques du zinc sur les plantes sont multiples. La modification majeure
concerne le noyau des cellules de I’extrémité des racines. La chromatine est fortement
condensee et certaines des cellules corticales montrent la rupture et la dilatation de leur
membrane nucléaire. De plus, le cytoplasme perd sa structure. La désintégration d’organites et

le développement de vacuoles sont aussi observés (Garty et al, 1992; Rout et Das, 2009).

3. Les radicaux libres et le stress oxydatif

3.1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié€) sur leur couche externe (Halliwell,
1989). IIs sont trés instables et réagissent rapidement avec d’autres composants. C’est une
réaction en chaine qui débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron; la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

L’oxygeéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il

permet de produire de 1’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules
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convertissent une partie de cet oxygene en espéces réactives de 1’oxygéne et en métabolites

toxiques tels que les radicaux libres organiques (Meziti, 2009).

3.2. Les espéces réactives de I’oxygéne

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes : les espéces réactives de 1’oxygene
(ERO). Ce sont des radicaux libres dérivant de la molécule d’oxygéne, par addition d’un
électron. Les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont : le radical superoxyde (027), le
radical hydroxyle ("OH), le monoxyde d’azote (NO°) et aussi certains dérivés oxygenes
réactifs non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogéne (H20.) et le peroxynitrite (ONOO)
(Gutteridge et Halliwell, 1993).

3.2.1. Origine endogéne

La plus part des ERO se forment au cours du métabolisme de 1’oxygeéne (réduction de
I'oxygéne moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygene
a deux molécules d’eau nécessite I’action de quatre électrons selon 1’équation :

O+4e+4H—7 2H0

Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incompléte de
I’oxygene en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de ’oxygene singulet
(102) mais surtout de I’anion superoxyde (O2¢). La dismutation de Oze- va donner naissance
au peroxyde d'hydrogene (H.O.) puis indirectement au radical hydroxyl (‘OH) (Pincemail et
al., 2002; Valko et al., 2006).

Les radicaux libres peuvent également étre produits lors de la défense antibactérienne
et au cours de la régulation des fonctions cellulaires létales (Singh et al., 2010; Valko et al.,
2006).

3.2.2. Origine exogéne

Plusieurs agents extérieurs capables de donner naissance a des especes oxygenées
réactives (Favier, 2003) :

Les rayonnements UV (par I’intermédiaire d’agents photosensibilisants) et les radiations
ionisantes induisent la synthése de radicaux libres dérivés de 1’oxygene tels que O,", ‘OH,
10; et de molécules géneratrices de radicaux libres.

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) sont des toxiques présents dans notre
environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriels) et sont responsables de la synthese
de radicaux libres. Ils sont a 1’origine d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés
(AGPI) de I’oxydation des protéines et de I’ADN.
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3.3. Cibles des ERO et leurs effets sur les plantes
Au niveau cellulaire, Les ERO causent plusieurs dommages (voir figure 2), ils
provoquent :

- I’altération des genes,

- la perturbation de I’intégrit¢é membranaire par altération fonctionnelle des
récepteurs,

- I’altération des protéines et des systemes enzymatiques actives/inactives.

Espéces réactives de l'oxygéne

ADN Protéines

Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques groupements soufrés
(sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbationde lI'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systemes enzymatiques
genes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

Dommages cellulaires

Figure 2 : Les différentes cibles des especes Réactives de 1’Oxygene (d’aprés Monteil, 2004).
Les especes réactives de I’oxygene peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le mécanisme
cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides nucléiques ADN.

3.4. Le stress oxydatif

Au sein de I’organisme, il existe un équilibre entre les ERO qui sont présentes a faible
concentration et le systeme antioxydant qui contient des enzymes, des vitamines, des
oligoéléments, le glutathion... Ce systéme est un moyen de défense en cas de production
excessive d’ERO.

Le stress oxydatif se définit donc comme un déséquilibre entre la production d’ERO et

les systéemes de défense (Delattre et al., 2005).

3.4.1. Les consequences du stress oxydatif
La production excessive des radicaux libres provoque des Iésions directes des molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides. Elle provoque

aussi des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites
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libérés lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003), Les conséquences du stress oxydatif
sont :
3.4.1.1. La peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique correspond a I’attaque des cibles lipidiques par les ERO. Elle
se fait en plusieurs étapes (voir tableau 1). Les produits finaux sont : le malondialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE). Ces derniers ont un potentiel mutagéne et
canceérigéene (Valko et al., 2006).

Tableaul : Réaction de la peroxydation lipidique

Phase d’oxydation lipidique Réaction(s) chimique(s)
Initiation RH+ OHe — R+ HO
Propagation Re +O2 — ROO-

ROO*+RH ——» ROOH+ Re

Terminaison Re+ Re ——> RR
ROQO*+Re ——» ROR

ROQO+s + ROOs ——» ROOR + 02

a) L’initiation
Dans cette étape un acide gras polyinsaturé est attaqué par un radical hydroxyle au
niveau d’un carbone situé entre deux doubles liaisons. La conséquence est I’arrachement d’un
atome d’hydrogene qui laisse un électron non apparié. Le résultat est 1’apparition d’un radical

lipidique « Re» (Haleng et al., 2007).

b) La propagation
En réagissant avec 1’oxygene moléculaire, la nouvelle molécule apparue dans la phase
d’initiation «Re+» forme un radical peroxyle (ROO¢) instable (voir tableau 1). A son tour, ce
radical réagit avec un autre acide gras afin de donner un hydroperoxyde (ROOH) et un
nouveau radical lipidique (Michel et al., 2008).
¢) Laterminaison
Les hydroperoxydes subissent plusieurs transformations, ils sont soit réduits par la
glutathion peroxydase, soit ils poursuivent 1’0xydation et dans ce cas ils se fragmentent en

aldéhydes toxiques. Cette réaction en chaine se termine par I’intervention d’un composé
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antioxydant ou par I’interaction entre deux radicaux pour former une molécule stable (Haleng
et al., 2007; Hennebelle et al., 2004).

3.4.1.2. L’oxydation de ’ADN
Au niveau de I’ADN, les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et
mutagenes ou un arrét des réplications. lls agissent en provoquant des altérations des bases,
des pontages ADN-protéines ou des ruptures des brins d’ADN (Shimizu et al., 2004).
L'attaque radicalaire peut étre directe en oxydant les bases, ce qui les modifie (voir

figure 3)
0 s
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Figure 3 : Lésions de I’ADN formées suite a un stress oxydant (d’aprés Favier, 2003).Cing
classes principales de dommages oxydatifs provoqués par I'OHe peuvent étre générées. Parmi elles, les bases
oxydees, les sites abasiques, les adduits intra-caténaires, les cassures de brins et les pontages ADN-protéines.
Des dommages indirects sur I’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).

3.4.1.3. Altérations de la structure des protéines

Les protéines sont particuliérement sensibles a I’action des ERO (Stadtman et 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 et

Levine, 2000).
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La présence de radicaux hydroxyles est a 1’origine de dégradations irréversibles des
protéines, par la formation de groupements carbonyles sur la chaine latérale de certains acides
aminés.

Ainsi, I’histidine, ’arginine, la lysine ou encore la proline sont des cibles privilégiées de
ce processus d’altération oxydative (Stadtman et Levine, 2000; Wong et al., 2008). De
nombreux autres acides aminés sont également susceptibles d’étre oxydés par les ERO (voir

figure 04).

HO* H202 HO ONOOH HOS IIE} HO) HO
A A O A s 1
N2 \t
2 ill!
wmm@@@E tr
2 , / 1 I
-H2 CH CH2 CH2 . t]: ill!
| IIILIIIIHIII IIIIIIJIIIILIIIII EEE HENEN

%" N2 Eﬂ i—‘
H2 1 : : I Il:!l YH . ?II
1 + 12 CH3Y

E [:E:} " mm \@u Q m '

A= (yH L_'FIZ LTH2
Figure 4 : Modifications des chaines latérales des acides aminés composant les protéines

apres attaque radicalaire (d’aprés Favier, 2003). Les protéines oxydées perdent leurs propriétés
biologiques et sont beaucoup plus sensibles a I’action des protéases (Stadtman et Levine, 2000).

4. Les antioxydants

4.1 Définition

L’organisme est dot¢ d’un ensemble de systemes de défenses tres efficaces contre la
surproduction d’ERO. Un antioxydant désigne toute substance capable de retarder ou inhiber
significativement 1’oxydation des substrats et composants cellulaires (Halliwell et Gutteridge,
1990). Il a pour réle d’empécher la formation de radicaux libres, de permettre leur élimination

ou bien de reparer les dégats causés par les radicaux libres.
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4.2. Les différentes sources des antioxydants
On distingue deux sources d’antioxydants :

- I'une est apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en
vitamines Cet E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique (voir
figure 6)

- I’autre est endogene et se compose des :

- enzymes (superoxydedismutase, glutathion peroxydase, catalase),

- protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine),

- systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A
cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des

cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Favier, 2003).

Vitamine E

p-carotéene
Vitamine C
Vitamine E

p-caroténe

Polyphénols
Ubiquinone

Reticulum
endoplasmique

Vitamine C

Peroxysomes

Catalase Mitochondrie
Glutathion réduit
Superoxyde . -
dismutase (CwZn) Thioredoxine

Glutathion Membranes
peroxydases (Se) c lipidiques Superoxyde dismutase {Mn}
Vitamine E
B-caroténe Polyphénols Adapte de LJ Machlin ef af.,

FASEB J, 1987

Figure 5: Les molécules intervenant dans la protection cellulaire (Machlin et Bendich, 1987) :
Il existe différentes sortes d’antioxydants : des enzymes, des facteurs de transcription, des composés de bas poids
moléculaire piégeant les radicaux libres, des vitamines (A, C, E), des polyphénols,...

4.3. Le systeme antioxydant enzymatique
4.3.1 Les superoxydes dismutases (SOD)
Les superoxydes dismutases (SOD) (EC : 1.15.1.1) sont des métalloenzymes qui
catalysent la dismutation des ions peroxydes en oxygenes moléculaires et en peroxydes

d’hydrogénes moins toxiques (Comhair et Erzurum, 2002) selon la réaction suivante :
+
20, + 2H' RN g H,0, + O,
iIsmutase

L’activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et a un moindre

degré en zinc (Goudable et Favier, 1997).
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4.3.2.La catalase
La catalase (EC : 1.11.1.6) est une enzyme héminique capable de transformer le

peroxyde d’hydrogéne (généralement produit par les SOD) en eau et en oxygeéne moléculaire.

catalase

2 Hzoz ﬂ- 2 Hzc} + 02

La catalase est une enzyme tétramérique. Chaque sous unité comporte un groupement
ferriprotorphyrine dans son site actif (avec un atome de fer a I’état Fe® et une molécule de
NADPH). La fixation du NADPH par la catalase lui confére une protection contre 1’attaque de
I’H20, (Delattre et al., 2005). Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes mais
aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (Lindau-Shepard et Shaffer, 1993).

4.3.3. La glutathion peroxydase (GPXx) :

Les glutathions peroxydases (EC.1.11.1.9) sont des enzymes dépendantes du sélénium
(Akbas, Yegin, et Ozben, 2005). Elles sont localisées dans le cytosol et dans les
mitochondries.

Les GPx utilisent le glutathion comme un donneur de proton (H+), et le GSH sera
oxydé en glutathion oxydé (GSSG)(Serdar et al., 2006).

ROOH + 2GSH = > ROH + H-O + GSSG

I H->O-> + 2GSH - —— ZH-O + GSSG

Le rbéle de la glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde
d'hydrogéne en molécule d’eau et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en
alcools.

4.4. Les antioxydants non enzymatiques :

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart des antioxydants non
enzymatiques ne sont pas synthétisés par I’organisme et doivent é&tre apportés par
I’alimentation. Dans cette catégorie nous retrouvons les oligoéléments, le glutathion réduit

(GSH), les vitamines E et C et les polyphénols (Kanoun, 2011).

4.4.1. Lavitamine C:

L’acide L’ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions superoxydes Oz, du
peroxyde d’hydrogéne H20., des radicaux hydroxyles HOe et de I’oxygeéne singlet 10>
(Delattre et al., 2005).
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4.4.2.Lavitamine E :

La vitamine E désigne une famille constituée des tocophérols et tocotriénols. La forme
la plus active étant 1’a-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme étant le principal
antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez I’homme. Située dans les
lipoprotéines et dans les membranes, 1’a-tocophérol est capable de pieger chimiquement
I’oxygene singlet (102) en s’oxydant en quinone et aussi de réagir avec le radical hydroxyle

(*OH) (Delattre et al., 2005).

4.4.3. Le p-caroténe :
Le B-caroténe est apporté par l'alimentation. 1l est doué de plusieurs capacités, C’est un
précurseur de la vitamine A et capte I'oxygene singlet sous faible pression d'oxygene. Avec
les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de lipoperoxydation

et protege les structures cellulaires contre I'agression oxydante (Goudable et Favier, 1997).

4.4.4. Le Glutathion :

Le glutathion est un agent anti radicalaire composé de 3 acides aminés : cystéine, acide
glutamique et glycine (voir figure 6). Il joue un role majeur dans la protection des lipides, des
protéines et des acides nucléiques contre I’oxydation (Stamler et Slivka,1996; Delattre et al.,
2005).

SH
—
I .
HZNW?\N /A\ﬁ/m —_— T COooT
Tooc H cysteine glycine
%I utarmate

Figure 6 : Structure du glutathion.

4.4.5. Les oligoéléments
Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans la
défense contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le rdle de cofacteur pour maintenir

I’activité catalytique des enzymes antioxydantes (Garait, 2006).

4.4.6. Les polyphénols
Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant les
flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes retrouvés dans les
plantes. lls sont capables de piéger les radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en
réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger

les ions métalliques car ils ont des propriétés chélatrices (Rice-evans et al., 1995).
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Chapitre 2 :
Materiel et méthodes



L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet des différentes concentrations en zinc, dans
un milieu gélosé, sur la tolérance ou 1’accumulation du métal et sur le statut oxydatif des
lentilles.

La partie pratique a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie et laboratoire de
Biologie et Environnement, Campus Chaabat Ersas, Université des Fréres Mentouri,

Constantine.

1. Culture, in vitro, des graines des lentilles

1.1. Matériel végétal

L’ensemble des expériences a été réalisé sur les lentilles « Lens culinaris » appartenant
a la famille des Fabacées (les légumineuses). Ces derniéres ont été cultivées dans un milieu

gélosé enrichi par les éléments nutritifs assurant leur croissance.

1.2. Préparation du milieu

Le milieu de culture (MS) des graines choisi est la gélose préparée in vitro. La
préparation du milieu est faite a partir de deux solutions: la premiére contient les
macroéléments et la deuxieme les microéléments (selon le protocole détaillé dans I’annexel),

Les milieux de culture sont stérilisés dans un autoclave pendant 20 minutes.

1.3. Préparation de la plante
Les graines de Lens culinaris ont été triées puis désinfectées avec 1’eau de javel a une
concentration de 1%. Apres agitation de 10 mn, les graines ont été rincées abondamment

jusqu’a ¢limination de toute trace de ’eau de javel.

1.4. Choix des concentrations du Zn

Aprés plusieurs tests de croissance des graines des lentilles sur milieu gélosé et apres
test de plusieurs concentrations en Zn dans le milieu, cing concentrations (0, 100, 750, 3000,
5000,100000 uM) ont été choisies. Elles sont préparées a partir d’une solution mere de 0,1M
du sulfate de Zinc heptahydraté (ZnSO47HOa).

1.5. Germination des graines
Aprés refroidissement du milieu gélosé, une pré-culture dans des boites de pétri de 03
jours a éte realisée (les premieres 24h dans I’obscurité). Les graines sont ensuite transférées
dans des flacons stériles a bouchons contenant le milieu gélosé (30 ml) traité par le zinc. Les

graines sont mises a germer dans des conditions environnementales ambiantes.
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2. Dosage du Zn

2.1. Extraction du Zn
» Principe :

L’extraction du zinc a été faite selon la méthode de Elmer et Conn (1982).
» Mode opératoire

L’extraction a été effectuée en deux étapes : la premicre consiste a 1’addition de 8 ml de
I’acide nitrique (HNOz) a 1 g de chaque échantillon des plantes préalablement séchees (72
heures & 105°C) et broyées en poudre. Les échantillons ont été laissés pendant une nuit.

La deuxiéme étape consiste au chauffage des échantillons (a ’aide d’une plaque
chauffante) jusqu’a ébullition et production d’une fumé rouge. Apres refroidissement, 1 ml
d'acide perchlorique (HCls) est ajouté aux échantillons qui sont chauffés a nouveau jusqu’a
évaporation partielle.

Apreés filtration par le papier wattman, les filtrats sont récupérés et le volume est ajusté a

2,5 ml avec I’eau distillée.

2.2. Dosage du Zn
> Principe
Le dosage du Zn a été effectué selon la méthode de Rodier et al (1975). Le principe de
la réaction repose sur la formation d’un complexe de ferrocyanure de zinc absorbant a 650
nm.

» Mode opératoire

Le mélange réactionnel contient 400ul d’acide chlorique, 800 pl de chlorure
d’ammonium, une goutte de sulfite de sodium, 1 ml de I’échantillon et 240 ul Ferrocyanure de

potassium. Le tout est homogénéisé au vortex puis laissé agir pendant 5 min.

» Calcul de la concentration du Zn dans les échantillons

Apres mesure de I’absorbance, la concentration du zinc de chaque échantillon est
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage préalablement réalisée avec la solution mére du

Zn dans les mémes conditions (voir annexe 2).
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3. Méthodes de dosage biochimique

3.1. Préparation de I’extrait brut
Aprés germination des graines, les racines et les parties aériennes sont pesées
séparément puis broyées, a froid, avec un mortier en utilisant une solution tampon phosphate
(0,1 M, pH=7,6) contenant 0,1% de triton X-100, 1% de polyvinylpyrrolidone (PVP) et
I’EDTA (ImM). L’homogénat est centrifugé a 4 °C pendant 15 min a 12000g.
Le surnageant récupeéré est utilisé pour :
- la détermination de la concentration des protéines,
- I’évaluation du niveau de stress oxydatif (par le dosage du malondialdéhyde),

- le dosage des enzymes antioxydantes (peroxydase et glutathion peroxydase).

3.2. Dosage des protéines
Les concentrations de protéines sont quantifiées selon la méthode de Lowry et al
(1951). La BSA est utilisée comme protéine étalon.

» Principe
Le principe de la méthode repose sur la réduction des acides aminés aromatiques, par
les ions cuivriques, conduisant a la formation d’un complexe coloré bleu foncé. La mesure de

[’absorbance a été réalisée a 700 nm.

» Mode opératoire
Le mélange réactionnel contient 2 ml de la solution mére (voir composition en annexe
3), 200 pl de I’échantillon, 200 pl du réactif de Folin-Ciocalteu. Le tout est homogénéisé au

vortex puis laissé dans I’obscurité pendant 30 min.

» Calcul de la concentration des protéines dans les échantillons
Apres mesure de I’absorbance, la concentration des protéines de chaque échantillon est
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage préalablement réalisée avec la BSA dans les

mémes conditions (voir annexe 3).

3.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le niveau du stress oxydatif est évalué a partir du dosage de la quantité du MDA dans
les plantes. C’est un indicateur du niveau de la peroxydation des lipides des membranes. Il est
dosé selon la méthode de Kosugi et Kikugawa (1985) modifiée.
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» Principe de la méthode
Le principe du dosage repose sur la réaction produite entre le malondialdéhyde et I'acide
thiobarbiturique (TBA) formant le dérivé coloré MDA-TBA2. Ce dérivé est de couleur rose

absorbant a 532 nm.

» Mode opératoire
0,15 ml de surnageant est homogéneisé avec 1 ml de ’acide trichloroacétique (TCA a
20%) et 0,5 ml de I’acide thiobarbiturique (TBA a 1%). Le mélange est incubé a 95 °C
pendant 30 min et la réaction est arrétée par immersion des tubes dans la glace. Le mélange
refroidi est centrifugé a 5000g pendant 10 min a 25 °C.

> Détermination de la concentration du MDA dans les échantillons
L'absorbance non spécifique a 600 nm est soustraite de lI'absorbance a 532 nm et la
concentration en MDA est déterminée par son coefficient d'extinction molaire 155 mM-cm-.

Elle est exprimée en pmol/gr de tissu.

3.4. Dosage de la peroxydase (POD)
Les peroxydases sont des oxydoréductases qui catalysent I’oxydation d’un substrat

(donneurs de protons) en présence du peroxyde d’hydrogene (H202).
H202+ R-Hz ------- Peroxydase------- >2H0+R

» Principe
La mesure de I’activité de la peroxydase est effectuée selon la méthode de Chance et
Maehly (1955). Le purpurogalline formé entre 1’H20> et le pyrogallol, par ’action de la

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

» Mode opératoire
0,1 ml de P’extrait enzymatique est ajouté au mélange réactionnel contenant 1ml de
tampon phosphate (0,1M a pH 6,8), 0,5 ml de pyrogallol (0,01M) et 0,5 ml H20 (0,05M). Le
mélange est incubé a 25°C pendant 5 mn. La réaction est arrétée par I’addition de 0,5 ml de
I’acide sulfurique (H2SOs4, 2,5 N).
Le blanc est préparé par 1’addition de I’extrait enzymatique apres le HoSO4 et 1’activité

enzymatique est exprimée en unité = 0,1 absorbance mn"* mg de protéine.

» Calcul de Pactivité spécifique de la POD
Abs = Abs Echantillon — Abs Blanc.
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1 Unité = Abs/0,1.

Activité spécifique = Unité /mn/ mg protéine.

3.5. Dosage de la glutathion peroxydase (GPx)
Les glutathion peroxydases sont des enzymes catalysant la réduction des

hydroperoxydes par le glutathion (GSH).

» Principe
Cette méthode de Flohé et Ginzler (1984) est baseée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogéne H2O> en présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est transformé en
glutathion disulfure (GSSG) sous I’influence de la GPx. La réaction est la suivante :
H.0. + 2GSH GPx , GSSG+2H:0
La réaction est arrétée par addition d'un acide fort et la teneur en GSH restant est

mesurée par spectrophotométrie a 412 nm.

» Mode opératoire

* Préparation des échantillons :

Le tube des échantillons contient 200 ul du tampon phosphate de potassium (0,1 M, pH :
7), 100 pl surnageant, 150 pl de GSH (0,1mM). Le mélange est incubé pendant 10 min a 37°.
La réaction est initiée par lI'ajout de 500 pl du H202 (10 mM) et est arrétée par I’ajout de 2 ml
du HCI aprés une minute. Ensuite, 2,5 ml du tampon phosphate de potassium (0,1 M, pH=7)
et 100 pl de réactif d’Elman (DTNB) sont ajoutés a 250 ul d’échantillon.

* Préparation du blanc

Par rapport a I’échantillon, dans le tube du blanc le tampon est utilisé au lieu de 1’extrait
enzymatique et le HCI est ajouté au mélange avant l'incubation et avant I'ajout du H20.. Le

contenu en GSH au temps zéro est évalué par cette épreuve.

» Calcul de ’activité spécifique de la GPX
GPx (1 mol GSH/mg protéine) = DO etalon— DO echantilion™ 5,8 * 0,04

DO &talon * prot (mg)

DO ¢chantilion = densité optique de 1’échantillon.
DO ¢talon = densité optique de 1’étalon.

5,8 = volume totale (ml).

0,04 = concentration de substrat (GSH).
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4. Analyse statistique

Les tests statistiques réalisés au cours de ce travail sont la moyenne £ SEM (N=3) et
I’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 a la classe des témoins. Le traitement des résultats est
effectué a 1’aide des logiciels : Excel 2007 et XLSTAT 2016 avec un seuil de signification de
0,05.
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Résultats et discussion

1. Effet du zinc sur la croissance de Lens culinaris

Les resultats de la croissance de la Lens culinaris, aprés 6 jours et en fonction des

différentes concentrations en Zn (de 0 a 100000 M), sont représentés dans la figure 7 :

a)
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Figure 7 : Effet du Zn sur la croissance des plantules de Lens culinaris apres 6 jours.

a) Phénotype morphologique aprés 6 jours ; b) Longueurs des parties racinaires et
aeriennes.

Les résultats de la figure 7a montrent une différence au niveau du phénotype des
plantules. La croissance des plantes atteint son maximum et dépasse méme celle des témoins a
une concentration en Zn de 100 uM ; Au-dela de 100 uM elle commence a diminuer.
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La figure 7b montre que longueur la plus élevee, des deux parties de la plante, est
atteinte a la concentration de 100 UM en Zn (6 cm pour la partie aérienne et 3,6 cm pour les
racines). Au-dela de 100 uM, elle diminue progressivement jusqu’a atteindre la valeur la plus
basse qui est observée a 100000 uM (1 cm pour la partie aérienne et 0,3 cm pour les racines).

Le Zn est le métal de transition le plus abondant apres le fer. 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 I'activité des phytohormones, la synthese des protéines,
la photosynthese, le métabolisme des glucides, la défense cellulaire...(Sadeghzadeh, 2013).

L’augmentation de la croissance des parties aériennes et racinaires observée a la
concentration de 100 pM peut étre attribuée au fait que le Zn maintient son rdle
d’oligoélément a faibles concentrations (Broadley et al., 2007).

La diminution de la longueur des parties aériennes et racinaires des plantes, a une
concentration supérieure a 100 puM, peut étre causée par une réduction progressive du nombre
de cellules de Lens culinaris (Nieman, 1965 ;Vijayarengan et Mahalakshmi, 2013).

Les résultats obtenus et ceux des travaux précédents (Lee et al., 1991; Ebbs et Kochian,
1997; Vijayarengan et Mahalakshmi, 2013) permettent de faire trois suppositions concernant
la réduction de la croissance :

1. La plante développe un systéme qui réduit la masse des parties racinaires et
aériennes et agit sur la perméabilité de la membrane en limitant 1’absorption du Zn. Dans ce
cas, plus la concentration du Zn augmente plus la membrane devient impermeable et plus la
translocation des nutriments et de I’eau est difficile.

2. le Zn est absorbé par la plante et interfere avec les activités métaboliques
cellulaires en inhibant la division et I'¢longation cellulaires.

3. La plante tolére le transport du Zn dans ses parties en développant un systéme
limitant la translocation excessive du métal et dans le méme temps un systéme de défense
antioxydant pour lutter contre le stress induit par 1’absorption du métal. Dans ce cas la plante
est considérée comme une plante tolérante mais elle n’est pas un bon modéle pour la

phytorémédiation.
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2. Teneur du Zinc dans les deux parties des lentilles

Les teneurs du Zn dans les deux parties de la plante, a différentes concentrations, sont
résumeées dans la figure 8 :
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Figure 8 : Accumulation du zinc dans les deux parties de Lens culinaris.

La figure montre que les lentilles accumulent le Zn beaucoup plus au niveau des racines
et que la variation du niveau d’accumulation dépend de la concentration du Zn dans le milieu
et de la partie de la plante (aérienne ou racinaire).

Au niveau des racines et jusqu’a 5000 uM en Zn, ’accumulation est inversement
proportionnelle a la concentration du Zn dans le milieu. Le maximum est observé a 100 et le
minimum a 5000. Au de la de 5000, I’absorption du Zn devient trés importante.

Au niveau des feuilles, I’accumulation du Zn est proportionnelle a sa concentration dans
le milieu (mais le taux est négligeable par rapport aux racines). Le maximum d’absorption est
atteint a 100 000.

L’accumulation importante observée au niveau des racines a 100 uM est peut étre di au
fait que la plante I’a absorbé vu son role d’oligoélément. Au-dela de 100 pM, les racines
limitent [’absorption de ce métal par ses barrieres membranaires. Cela pour ne pas perturber
ses fonctions vitales (Pérez-Sirvent et al., 2012; Shtangeeva, Bali, et Harris, 2011). En plus de
des barrieres membranaires, les lentilles développent un systéme antioxydant puissant pour
lutter contre le stress oxydatif induit par le Zn (Bhaduri et Fulekar, 2012).

A une concentration de 100000 puM en Zn, les plantes absorbent des quantités
importantes et le niveau du stress oxydatif atteint son maximum. Cela est peut étre due a

I’épuisement du systéme antioxydant et de la barriere limitant 1’absorption du Zn.

24



Résultats et discussion

3. Effet du Zinc sur la teneur des protéines

Les teneurs des protéines totales mesurées chez Lens culinaris, en réponse a différentes

concentrations de zinc, est représentée dans la figure 9.
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Figure 9 : Effet du Zn sur la teneur des protéines totales de Lens culinaris. Les lettres
représentent les différences statistiques entre les six concentrations pour chaque partie de la plante (en
utilisant ANOVA suivie par le test HSD de Tukey, p<0.05).

La figure 9 montre que la teneur en protéines diminue dans les deux parties des plantes
en réponse a différentes concentrations du Zn dans le milieu. Dans les parties racinaires, la
diminution du taux des protéines, par rapport aux témoins, est tres significative a 5000 et
100000 uM en Zn. Dans les parties aériennes elle 1’est a 100000 pM.

Les protéines sont des biomolécules jouant un réle actif et vital dans le fonctionnement
des cellules, tel que: transporteurs, hormones, enzymes...Elles sont particulierement
sensibles a I’action des ROS, surtout : le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, la cystéine et la
méthionine. Les ROS sont aussi capables de couper les liaisons peptidiques et de former ainsi
des fragments protéiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006). En plus I’oxydation des protéines par
les ROS provoquent une perte de leurs propriétés biologiques et les rend plus sensibles a
I’action des protéases (Stadtman et Levine, 2000).

Di Toppi et Gabbrielli (1999) ont rapporté la possibilité de la liaison des métaux lourds
aux groupements thiols des enzymes et aux hydrates de carbone des parois cellulaires
(pectines) en les dénaturants.

La diminution de la teneur des protéines en réponse au stress métallique est peut étre

due a la fixation des métaux par les protéines soufrées. Lorsqu’une protéine ou enzyme
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soufrée fixe un atome de métal, la zone de fixation devient inactivée et ’enzyme ou la

protéine perd son activité (Boudene, 1993).

4. 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 Lens culinaris (figure 10) :

120 a
Ts‘ 100 M Racines
s M Feuilles a
(@]
£ 80
2 b
> 60 | e b b [
< )C
g c
c 40 b b b b b
|-
: I I I ' I
c
(5]
oo
0 100 750 3000 5000 100000
Concentration du Zinc (uM)

Figure 10 : Evaluation du niveau du MDA dans les deux parties de Lens culinaris.

La figure 10 montre que le niveau du MDA est plus élevé, dans son ensemble, dans les
deux parties de la plante, par rapport au témoin. Il est plus élevé dans les parties racinaires
quelle que soit la concentration du Zn dans le milieu de culture.

Dans les parties aériennes et a faibles concentrations en Zn (de 100 a 5000uM), la
teneur en MDA dépasse celle du témoin mais elle est presque stable. A 100000 puM, elle
augmente tres significativement par rapport aux témoins et aux classes précédentes.

Au niveau des racines, les variations des teneurs en MDA a faibles concentrations en Zn
sont tres peu significatives par rapport aux témoins. Le MDA diminue a 3000 uM et atteint
son maximum d’augmentation a 100000 uM.

Certains auteurs ont démontré une augmentation de la peroxydation lipidique suite a une
exposition aux metaux lourds (Gill et Tuteja, 2010; Michel et al., 2008; Benhamdi et al.,
2014). Ces derniers induisent la production de ROS tels que : 102, Oz¢-, «OH...

Les ROS formés et accumulés lors du stress induit par les métaux vont réagir avec les
acides gras polyinsaturés pour former les radicaux lipidiques et les aldéhydes réactifs (Gill et

Tuteja, 2010). Il a été prouve que le premier site endommagé par les métaux lourds est la
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membrane cellulaire. Cela est d0 a une attaque de ses acides gras polyinsaturés dont le produit
est le Malondialdéhyde (ou MDA) (Aravind et Prasad, 2003; Dazy, Masfaraud, et Férard,
2009; Chaoui et al., 1997).

Nos résultats montrent que la teneur du MDA est plus élevée dans les racines. Cela a été
observé chez d’autres plantes, telles que celles du riz et du pois exposés au Pb (Malecka,
Jarmuszkiewicz, et Tomaszewska, 2001). Les résultats montrent aussi que 1’état de stress chez
les lentilles est presque stable jusqu’a la concentration de 5000uM. Cela est peut étre di au
fait que la plante a développé un systéeme antioxydant puissant pour lutter contre les ROS et
qu’il y a un équilibre entre la production des ROS et leur élimination. L’augmentation rapide
du niveau du MDA a 100000 pM est peut étre la conséquence d’un incapacité du systéeme
antioxydant et un déséquilibre de la balance oxydants-antioxydants en faveur des ROS
(Atamer et al., 2008).

5. Effet du zinc sur ’activité de la peroxydase

L’effet du Zn sur les activités de la peroxydase (POD) est représenté dans la figure 11.
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Figure 11: Activité de la POD au niveau des racines et des parties aériennes de Lens
culinaris. Les lettres représentent les différences statistiques entre les six concentrations pour chaque

partie de la plante (en utilisant I’ANOVA suivie par le test HSD de Tukey, p<0.05).

Les résultats des activités de la peroxydase représentés dans la figure 11 montrent que
I’activité est plus importante dans les racines. Dans les deux parties de la plante, elle diminue
d’une maniere significative, par rapport aux témoins, jusqu’a la concentration de 100000 uM

en Zn.
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Le taux important de la POD dans les racines des lentilles a été observé pour d’autres
plantes, telles que le riz exposé a des concentrations élevées en As(Shri et al., 2009) et la
pomme de terre douces exposées aux Cd, Cu et Zn.

La peroxydase est une enzyme antioxydante importante dans les plantes. Elle participe a
plusieurs processus biologiques tels que le développement cellulaire, la lignification, la
biosynthése d’éthyléne, la défense contre le stress, etc. (Bhaduri et Fulekar, 2012).

La diminution de I’activité de la POD suite a ’augmentation de la concentration du Zn
dans le milicu peut étre expliquée par I’effet inhibiteur de ce dernier. Cette diminution est
constatée pour les feuilles du blé et du chou traitées par différents concentrations en Ni
(Pandey et Sharma, 2002) et chez d’autres plantes traitées par le Zn (Mize et Langdon,
1962;Splittgerber et Tappel, 1979).

Il est connu que les métaux lourds induisent la production des ROS. Le Zn a été
identifié comme inducteur de la formation du H.O2(May et Contoreggi, 1982). L’inhibition de
I’activité de la POD suite aux fortes concentrations en Zn est due a la production excessive du
H202 qui devient un inhibiteur de la POD (Pan, 2011). Il se peut aussi que le Zn réagi avec les
groupements thiol du site actif de la POD en le désactivant (Djebali, Chaibi, et Ghorbel,
2002).
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6. Effet du Zinc sur ’activité de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activit¢ de la GPx mesurée chez Lens culinaris, en réponse a différentes

concentrations en zinc, est représentée dans la figure 12 :
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Figure 12 : Activité de la GPx dans les deux parties de Lens culinaris. Les lettres représentent
les différences statistiques entre les six concentrations pour chaque partie de la plante (en utilisant
I’ANOVA suivie par le test HSD de Tukey, p<0.05).

La figure 12 montre que la variation de I’activit¢ de la GPx liée a 1’élévation des
concentrations du zinc. Elle est plus importante dans les racines. Elle augmente significativement
dans les deux parties de la plante et les activités maximales sont observées a 100000 pM.

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme qui joue un rdle important dans la
défense antioxydante. Elle inhibe la production de radicaux libres tres oxydants tels que le
radical hydroxyle OH dérivé du H20> (Sies, 1999).

L’augmentation de I’activité de la GPX, suite a un stress métallique, a été observée chez
plusieurs plantes telles que : Lens culinaris (Hartikainen et al., 2000) et chez Vicia sativa L.
(Paciolla et al., 2011). L’activité élevée de la GPx dans les parties racinaires est due au fait
que le niveau du stress est plus important au niveau de cette partie. Ceci est confirme par le

taux du MDA et la quantité du Zn qui sont plus importants au niveau des racines.
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Conclusion

Les métaux lourds représentent un facteur majeur dans la dégradation de
I’environnement. De par leur nature biopersistante, ils causent des perturbations a
I’écosysteme, détériorent les milieux de culture et les eaux. Ils s’accumulent dans les plantes
via un transfert sol-plante et peuvent étre transmis aux étres humains et aux animaux via la
chaine alimentaire.

Le zinc (Zn) est un micronutriment essentiel pour la croissance des végétaux.
Néanmoins ’accroissement de sa concentration le rend toxique et dangereux pour les plantes.
L’importance du zinc est principalement liée a son rble de cofacteur pour les métallo
enzymes.

Notre étude s’est intéressée a I’effet du Zn, a différentes concentrations dans un milieu
de culture, sur le niveau d’accumulation, de la croissance et de la réponse antioxydante de
Lens culinaris.

Les résultats montrent que Lens culinaris accumule le Zn beaucoup plus au niveau des
parties racinaires. La croissance des plantes atteint son maximum et dépasse méme celle des
témoins a une concentration en Zn de 100 uM. Au-dela de cette concentration, il devient
toxique et la croissance commence a diminuer dans les deux parties de la plante. Les
variations des taux du MDA, dans les deux parties de la plante, sont peu significatives. A
100000 uM en Zn, le taux devient trés important. Cela démontre que le MDA est un réel
indicateur de stress.

Quand aux protéines, plus la concentration du Zn augmente, plus leur taux diminue.
L’évaluation des activités enzymatiques indique que le déclin de la POD est concomitant a
I’augmentation du GPx. L’activité de la GPx est maximale & 100000puM de Zn dans les deux
parties de la plante alors que celle de la POD diminue par rapport aux plantes témoins.

L’évaluation de la concentration du Zn, du niveau de la peroxydation lipidique, du taux
des protéines et des activités des peroxydases et des glutathions peroxydases, chez Lens
culinaris, en réponse a différentes concentrations en Zn, permet de déduire le mécanisme de
tolérance du Zn chez Lens culinaris.

Lorsque le Zn est présent dans le milieu de culture, a une concentration inférieure a
100uM, les lentilles I’absorbent car il joue le role d’oligoélément. Le Zn absorbé est accumulé
au niveau des racines et une trés petite quantité est transloquée vers les parties aériennes. A
une certaine concentration (> 100 pM) cet élément devient toxique et les lentilles développent
des systémes pour limiter son absorption d’une part (par contr6le de ses barrieres

membranaires en limitant le transport des métaux) et pour lutter contre le stress induit par le
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Zn absorbé d’autre part. Cela se traduit par la diminution du niveau du Zn accumulé par les
lentilles & 750, 3000 et 5000 pM.

Une fois a ’intérieur des cellules, les molécules de Zn se lient avec les groupements
thiols de certaines protéines et enzymes en les inactivant et les inhibant. Cela se traduit par
une diminution du taux des protéines au niveau des lentilles.

Avant de se lier avec les groupements thiols, le Zn induit la production des ROS. En
I’absence des enzymes antioxydantes, les ROS provoquent plusieurs dommages cellulaires.
Le premier site endommagé est la membrane plasmique car les ROS attaquent ses acides gras
polyinsaturés en produisant le MDA.

De 100 uM jusqu’a 5000 uM de Zn, la stabilité du niveau du MDA montre que le
systeme antioxydant des lentilles a pu minimiser les effets des ROS en les transformant en
molécules non radicalaires. L’augmentation de 1’activité de la GPx (qui assure la dismutation
du H202) confirme que le systeme antioxydant des lentilles est actif. La POD aussi fait partie
du systéme antioxydant mais son activité est inhibée par le Zn et son taux diminue.

A 100000 pM, I'augmentation trés rapide et trés significative du taux du Zn et du
niveau du MDA, dans les deux parties des lentilles, montre que le Zn est devenu trés toxique
et que les plantes sont entrées dans un état de stress. Cet état est di a la perte du contréle des
barrieres membranaires (qui laissent passer des quantités importantes en Zn) et a 1’épuisement
du systéme antioxydant malgré 1’augmentation de 1’activité de la GPx. Il est connu que le
stress a lieu quand la balance entre la production des radicaux libres et leur destruction
physiologique est positive.

En conclusion on constate que les lentilles sont des plantes tolérantes a la présence du
Zn dans le milieu de culture et au niveau de leurs cellules en développant un systéeme
antioxydant puissant. Elles ne sont pas un bon modéle pour la phytorémediation des milieux
pollués par le Zn car a une certaine concentration en Zn leur systeme antioxydant devient
inefficace et les plantes entrent dans un état de stress.

Pour compléter ce travail, il est préférable d’étudier par la détermination de I’activité
des autres enzymes antioxydantes et la quantité du zinc dans le milieu de culture apres la

croissance des lentilles.
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Annexel : Composition et préparation du milieu de culture

Solution 1 : macroéléments (mg/ml)

Composants Quantité pour 100 ml
Nitrate d’ammonium 165 mg

Chlorure de calcium 44 mg

Sulfate de magnésium 37 mg

Nitrate de potassium 190 mg

Phosphate monopotassique 17 mg

Solution 2 : microéléments (mg/ml)

Composants Quantité pour 100 ml
Sulfate de fer 3 mg

ETDA dissodique 4 mg

Sulfate de manganeése 2,2 mg

Sulfate de zinc 1 mg

Acide borique 1mg

lodure de potassium 1 mg

Molybdate de sodium 1 mg

Sulfate de cuivre 1 mg

Chlorure de cobalt 1 mg

< Préparation du milieu : la préparation a été faite comme suit :
e 5 mlde solutionl+ 5 ml de solution 2.
e Ajuster le volume jusqu’a 100 ml.
e Ajouter 3g de saccharose et 1g d’agar
e Agiter a I’aide d’un agitateur et régler le pH a 5.




Annexe 2 : Préparation de la courbe d’étalonnage du zinc

A. Préparation des réactifs
- Acide chlorhydrique (d=1,19)
- Solution du chlorure d’ammonium (10%)
- Solution du sulfite de sodium (10%)
- Solution du ferrocyanure de potassium (0,5%)
B. Préparation de la solution mere du Zn et des séries de dilution
Préparer :
- une solution mere avec une concentration de 1mg/ml de Zn dans I’eau distillée.
- une seérie de dilutions (de 0 a 200 mg/l) a partir de la solution mere du Zn (voir tableau

ci-dessous).

Tableau 2: Préparation des mélanges réactionnels pour le dosage du Zn

Concentration (mg/l) Blanc 40 80 120 160 200

Solution mére du Zn (ul) 0 40 80 120 160 200

H>0 (ul) 1000 960 920 880 840 800

Acide chlorhydrique (pl) 400 400 400 400 400 400

Chlorure d’ammonium (ul) | 800 800 800 800 800 800
Sulfite de sodium (une goutte) 1 1 1 1 1 1

-Agiter au vortex, puis ajouter dans chaque tube.
Ferrocyanure de potassium (ul)| 240 240 240 240 240 240

-Agiter au vortex et attendre 5min.
-Lire I’absorbance a 650nm.
-Tracer la courbe d’étalonnage du Zn.

C. Courbe d’étalonnage du Zn

2,5
§ 2 y =0,1376x
o 2=
2 15 R*=0,8523
o
(0 1
(=
N 0,5
3
T 0
7]
-St 0 2 4 6 8 10 12 14 16

concentration du zinc (mg/l)



Annexe 3 : Préparation de la courbe d’étalonnage des proteines
A. Composition de la solution mére (M)

* Solution(A) : Carbonate de sodium (2%) dissous dans du Na OH (0.1N).
* Solution (B) : Sulfate de cuivre (0.5%) dissous dans 1’eau distillée.

* Solution(C) : Tartrate double de sodium et potassium (2%) dissous dans 1’eau
distillée.
Solution M=1ml (B) + 1 ml (C) + 98 ml (A)
B. Préparation du réactif de Folin
* 10 ml du réactif de Folins ont dissous dans 10 ml de NaOH (0,1N).
C. Préparation de la BSA et de la série de dilution
Préparer :

- une solution mere de la BSA avec une concentration de 1mg/ml dans 1’eau distillée.
- Une série de dilution de la BSA de 0 a 0,2 mg/ml (voir tableau ci-dessous).

Tableau 3 : Préparation des séries de dilution de la BSA

blanc 1/5 2/5 3/5 4/5 5/5

BSA (ul) 0 40 80 120 160 200
H20 (ul) 200 160 120 80 40 0
Solution M ml 2 2 2 2 2 2

-Apreés 15 min, puis ajouter 200 ul du réactif de Folin.

-Agiter et incuber pendant 30 min a I’obscurité et a température ambiante.

- Lire I’absorbance a 700 nm.

D. Courbe d’étalonnage de la BSA

1,2
S 1 y = 5,0336x
~ 2 _
S og R?=0,997
g 0,6
s}
m c 014
@ 02
©
n 0
':i 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentration de la BSA (mg/ml)
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Résumé

Le but de cette étude est d’évaluer le niveau de stress oxydatif et le systeme de défense
antioxydant chez une Iégumineuse poussant dans un milieu de culture traité par différentes
concentrations en Zn.

La plante choisie pour cette étude est Lens culinaris. Elle a fait I’objet de 1’analyse de la
croissance, de 1’évaluation des teneurs en protéines totale ainsi que de I’analyse des
marqueurs de stress oxydatif (le malondialdéhyde MDA) et du systéme antioxydant (la
peroxydase « POD » et la glutathion peroxydase « GPX »).

Les résultats obtenus montrent qu’a partir de 100uM, la croissance des lentilles est
inversement proportionnelle a la concentration du Zn dans le milieu et que I’accumulation du
métal est plus élevée dans les parties racinaires. Quand aux protéines, plus la concentration du
Zn augmente, plus leur taux diminue. L’évaluation des activités enzymatiques indique que le
déclin de la POD est concomitant a 1’augmentation du GPx. L’activité de la GPx est
maximale a 100000uM de Zn dans les deux parties de la plante alors que celle de la POD
diminue par rapport aux plantes témoins.

Ce travail montre que le MDA est un vrai indicateur de stress oxydatif chez les lentilles.
Ces dernieres sont des plantes tolérantes au Zn dans le milieu de culture et dans leurs tissus en
développant un systeme antioxydant puissant. Mais ce systéme s’épuise lorsque la
concentration en zinc dépasse un certain seuil. Cela permet de déduire que Lens culinaris

n’est pas un bon mode¢le pour la phytorémédiation des sols contaminés par le Zn.

Mots clés : Lens culinaris, croissance, stress oxydant, zinc, malondialdéhyde, GPx, POD.



Abstract

The purpose of our study is to assess the level of oxidative stress and antioxidant
defense system in a legume pushing in a culture medium Treaty by different concentrations of
Zn.

The chosen plant for this study is Lens culinaris. It was the subject of the analysis of the
growth, the assessment of the levels of total protein as well as the analysis of markers of
oxidative stress (malondialdehyde “MDA”) and the antioxidant system (the peroxidase

“POD” and glutathione peroxidase “GPx”).

The obtained results show that from 100puM, the growth of the lenses is inversely
proportional to the concentration of Zn in the middle and that the accumulation of the metal is
higher in the root. Concerning proteins, the more the concentration of Zn increases, the more
their rate decreases. The evaluation of enzymatic activities indicated that the decline of the
POD is concomitant to the increase of the GPx. The maximal activity of GPx is at 1700000uM
of Zn in the two parts of the plant, while that of the POD decreases compared with control

plants.

This work shows that the MDA is a true indicator of oxidative stress in the lenses.
These are tolerant plants in Zn in the culture medium and in their fabrics in developing a
system powerful antioxidant. However, this system depleted when the concentration in zinc
exceeds a certain threshold. This allows you to deduct that Lens culinaris is not a good model
for the phytoremediation of soils contaminated by the Zn.

Keywords : Lens culinaris, Growth, Oxidative stress, Zinc, Malondialdehyde, GPx,POD.
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Lens culinaris est-elle une plante modele pour la phytorémediation?
Détermination du niveau d’accumulation du Zn et du statut oxydatif de la plante.

Mémoire de fin de cycle pour 1’obtention de dipléme de Master en Biochimie Moléculaire et
Santé.

Résumé :

Le but de cette étude est d’évaluer le niveau de stress oxydatif et le syst¢tme de défense antioxydant
chez une légumineuse poussant dans un milieu de culture traité par différentes concentrations en Zn.

La plante choisie pour cette étude est Lens culinaris. Elle a fait I’objet de I’analyse de la croissance, de
I’évaluation des teneurs en protéines totale ainsi que de I’analyse des marqueurs de stress oxydatif (le
malondialdéhyde MDA) et du systéeme antioxydant (la peroxydase « POD » et la glutathion peroxydase «
GPx »).

Les résultats obtenus montrent qu’a partir de 100uM, la croissance des lentilles est inversement
proportionnelle a la concentration du Zn dans le milieu et que I’accumulation du métal est plus élevée dans
les parties racinaires. Quand aux protéines, plus la concentration du Zn augmente, plus leur taux diminue.
L’évaluation des activités enzymatiques indique que le déclin de la POD est concomitant a 1’augmentation
du GPx. L’activité de la GPx est maximale a 100000uM de Zn dans les deux parties de la plante alors que
celle de la POD diminue par rapport aux plantes témoins.

Ce travail montre que le MDA est un vrai indicateur de stress oxydatif chez les lentilles. Ces
derniéres sont des plantes tolérantes au Zn dans le milieu de culture et dans leurs tissus en développant un
systéme antioxydant puissant. Mais ce systéme s’épuise lorsque la concentration en zinc dépasse un certain
seuil. Cela permet de déduire que Lens culinaris ne représente pas un bon modéle pour la phytorémédiation

des sols contaminés par le Zn.
Mots clés : Lens culinaris, croissance, stress oxydant, zinc, malondialdéhyde, GPx, POD.
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