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Résumé

L’Atriplex constitue une réserve fourragére importante, elle est capable
d'accumuler de grande quantité de sel dans ces tissus, elle est intéressante pour la
dépollution des métaux lourds dans les sols. Le cuivre est un oligoélément
indispensable pour les plantes grace a son role important dans la photosynthése, la
respiration comme coenzyme, mais il est considéré comme un métal toxique quand

il se trouve a des concentrations élevées.

Cette étude porte sur la phytoextraction du cuivre par 1’Atriplex canescens dans
un milieu salin, les concentrations 0.5 et 3 % de (NaCl) combinées avec (0 ,2000
,2500 et 3000 ppm du cuivre sont appliquées pendant un mois de stress. La réponse
de la plante au sel combiné avec le cuivre est tres complexe ce qui implique des
processus permettant de limiter 1’acces et 1’effet toxique du NaCl et Cu au niveau
des feuilles et des racines par des mécanismes de perception et des réponses

cellulaires.

Les résultats obtenus ont montré que 1’addition du NaCl combiné avec le
cuivre en I’occurrence, varie d’un paramétre a un autre. Il a été enregistré également
que les stress salin et métallique ont entrainé des perturbations biométriques affectant
les racines, les tiges, les feuilles et le systéme hydrique de la plante .

Pour les parametres biochimiques, il a été enregistré également que les stress
salin et métallique ont entrainé des diminutions significatives de la teneur en
chlorophylle «a», «b» »atb». Les résultats montrent que 1’augmentation de la
concentration de NaCl combiné avec le cuivre augmentent la synthése et
I’accumulation des bioindicateurs de stress (proline et sucre soluble ) suivie par des
dégradations des protéines au niveau des feuilles et des racines , ce ces c’est un indice
de tolérance a la salinité et les métaux lourds , les teneurs les plus élevées de ces
bioindicateurs sont enregistrées dans les feuilles des plantes qui recoivent 3 % de

NaCl combinée avec 2500 et 3000 ppm du cuivre.

L’analyse des antioxydants au niveau des feuilles de I’ Atriplex canescens, est
marquée par une augmentation des taux de polyphenols et flavonoides sous 1’action
de 0.5 et 3% de NaCl cuivre avec 2500 et 3000 ppm du cuivre. Les teneurs plus
élevées de polyphenols et flavonoides (178. mg. g™ de poids sec et 173 mg. g™ poids



sec respectivement) sont obtenues a la dose de 3000 ppm de cuivre combiné avec 3%
de NaCl.

La phytoextraction par I’Atriplex canescens posséde un important pouvoir
d’accumulation des métaux et des cations (Na*, K*) dans les feuilles et les racines
(partie souterraine). Cette plante a montré une grande résistance a la salinité
combinée avec le cuivre manifestée par le développement d’un appareil aérien et
racinaire important, elle accumule significativement Na®, K*. Les résultats acquis
ont confirmé la tolérance de I'Atriplex canescens aux concentrations du cuivre,
I’accumulation de ce métal est plus ¢élevée dans les feuilles que dans les racines.
Enfin, on constate que I’Atriplex canescens possede des mécanismes qui lui

permettent de tolérer ’exces 3 % de NaCl combiné avec 3000 ppm du cuivre.

Les Mots clés : phytoextraction, Atriplex canescens (Pursh) Nutt, cuivre,

salinité, , RWC,RWL, proline ,sucres solubles ,protéines, antioxydant, Na* ,K* , Cu



Abstract

The Atriplex is an important forage reserve, it is able to accumulate large amounts of
salt in these tissues, it is interesting for the clean-up of heavy metals in soils. Copper is an
indispensable trace element for plants thanks to its important role in photosynthesis,
breathing as a coenzyme, but it is considered a toxic metal when it is found at high

concentrations.

This study examines the phytoextraction of copper by Atriplex canescens in a saline
medium, the concentrations 0.5 and 3% of (NaCl) combined with (0, 2000, 2500, and 3000
ppm copper are applied during one month of stress. The response of the plant to salt
combined with copper is very complex, which implies processes that limit the access and
toxic effect of NaCl and Cu at the leaf and root level by mechanisms of perception and
cellular responses. The results obtained showed that the addition of NaCl combined with
copper in this case varies from one parameter to another. It has also been recorded that salt
and metal stress have resulted in biometric disturbances affecting roots, stems, leaves and the

plant's water system .

For biochemical parameters, it was also recorded that salt and metal stress resulted in
significant decreases in chlorophyll «a», «b» «a+b». The results show that the increase in the
concentration of NaCl combined with copper increases the synthesis and accumulation of
stress Bioindicators (proline and soluble sugar) followed by protein degradation at the leaf
and root levels, This is an index of tolerance to salinity and heavy metals, the highest levels
of these Bioindicators are recorded in the leaves of plants that receive 2500 and 3000 ppm of
copper combined with 3% NaCl. The analysis of antioxidants at the leaf level of the Atriplex
canescens is marked by an increase in the levels of polyphenols and flavonoids under the
action of 0.5 and 3% copper NaCl with 2500 and 3000 ppm copper. Higher levels of
polyphenols and flavonoids (178 mg. g* dry weights and 173 mg. g* dry weights

respectively) are obtained at a dose of 3000 ppm copper combined with 3% NaCl.

Phytoextraction by Atriplex canescens has an important power to accumulate metals in
the leaves (aerial part) and roots (underground part). This plant showed a high resistance to
salinity combined with copper shown by the development of an important aerial and root
apparatus, it accumulates significantly Na*, K *. The results obtained confirmed, the tolerance
of the Atriplex canescens to the copper concentrations, the accumulation of this metal, is
higher in the leaves than in the roots. Finally, the Atriplex canescens has mechanisms that

allow it to tolerate excess 3% NaCl combined with 3000 ppm copper.

Key words: phytoextraction, Atriplex canescens (Pursh) Nutt, Copper, salinity, ,

RWC,RWL, Proline ,sugars soluble ,proteins, antioxidant, Na* ,K*, Cu™*
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INTRODUCTION

La salinisation des sols constitue un processus important, notamment dans les zones
arides et semi-arides, provoquant une dégradation des propriétés physiques, chimiques, et
biologiques des sols (Saidi et al., 2004). Les conséquences de cette dégradation sont la
diminution de la fertilité des sols qui entraine une réduction des rendements des cultures, et
parfois la disparition du couvert végétal naturel. La salinité devient au fil des années I’un
des principaux problémes dans 1’utilisation efficace des terres pour I’agriculture et affecte
le rendement des cultures dans le monde entier (Qadir et al., 2014). Concernant ce
probleme, Abbas et al (2011) ont révélé qu’a I'échelle mondiale, la salinisation des sols se
propage a une vitesse pouvant aller jusqu'a 2 millions d’hectares par an dans le monde, les
sols salés occupant plus d’un milliard d’hectares, soit environ plus de quatre (04) fois la
superficie de 1’Algérie. Parmi cette grande superficie, environ 77 millions d'hectares de
terres sont salinisés a cause de l'activité humaine, dont 58% dans les régions irriguées
(Metternicht et Zinck, 2003).

L’ Algérie, est parmi les pays les plus menacés par ce probléme, ce qui nécessite une
surveillance attentive de I'état et de la variation spatiale et temporelle de la salinité des sols
pour en freiner les tendances, et assurer une gestion durable des terres. (Douaoui et
Hartani, 2007).

La pollution des sols par les métaux lourds combinée a la salinité des sols pose
également un probleme majeur pour la dégradation des sols.

Une pollution environnementale mondiale par des métaux lourds et sa concentration
accrue dans le sol deviennent un probleme écologique nuisant aux communautés humaines
a tous les niveaux (Ali-Zade et al., 2010; Kabata-Pendias, 2011). Les métaux lourds sont
des substances naturelles trouvées, habituellement a de faibles niveaux, dans le sol,
cependant, les métaux émis par des procédés industriels peuvent augmenter leurs

concentrations a des niveaux non naturels (Hill, 2004).

Les métaux lourds les plus communs trouves sur les sites contaminés sont le plomb
(Pb), le chrome (Cr), l'arsenic (As), le zinc (Zn), le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le
mercure (Hg) et le Nickel . Leur présence dans le sol peut présenter des risques pour

I'nomme et I'écosysteme et inhiber la biodégradation.
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Parmi ces métaux lourds, le cuivre est considéré comme un oligo-élément
indispensable a la plante (Thomas et al ., 1978), car il joue un réle important par son
action sur le renforcement du métabolisme des protéines des plantes et 1’assimilation du
CO; et dans la synthése de I’ATP (Lewis et al .,2001). L’utilisation de fongicides a base de
cuivre dans les vignobles, les vergers et pour d’autres cultures sensibles a des maladies
cryptogamiques (notamment pomme de terre, houblon et tomate) est la source principale
de la pollution des sols en cuivre (Tiller et Merry ,1981), la contamination par le cuivre
s’accompagnant souvent d’une mauvaise structure physique du sol (compaction,
tassement...), d’une faible rétention de I’eau, d’une pauvreté en nutriments, d’une acidité
du sol, d’une sécheresse et d’une forte érosion (Simmons et al., 2008). Dans le sol
contaminé en cuivre, les déshydrogénases et les catalases impliquées dans la respiration du
sol sont inhibées (Ratnikov et al., 2005).

Pour annihiler ces effets, il existe principalement des technologies de remédiation
mécanique ou physico-chimique, stabilisation / immobilisation et désorption thermique,
utilisés pour I'élimination des contaminants (Belluck et al., 2006). Ces technigues sont
généralement codteuses et perturbent les mécanismes biologiques du sol. Par conséquent,
la technologie de phytoremédiation a recu une considération croissante (Marques et al.,
2009). La phytoremédiation est l'utilisation de plantes pour éliminer ou dégrader les

contaminants organiques et inorganiques du sol et de I'eau (Suthan et Suthersan, 2001).

Parmi cette technique, la phytoextraction qui est basée sur 1’utilisation de végétaux
hyperaccumulateurs, qui absorbent les métaux du sol et les accumulent dans des organes
aériens faciles a récolter. Cette technique, qui se révele efficace pour une grande variété de
métaux lourds (Pb, Cd, Ni, Zn, Cu ...), est aujourd’hui proposée par de nombreuses
sociétés, américaines (McGrath, 1998), environ 400 especes, appelées
hyperaccumulateurs, ont la capacité de prendre de grandes quantités de métaux. Les
especes hyperaccumulatrices produisent une biomasse tres faible tandis que les plantes
génerent une biomasse élevée ne peuvent absorber que des quantités moderées de metaux
(Kabata-Pendias, 2011).

Les Atriplex constituent une réserve fourragére importante, et sont capables
d'accumuler de grandes quantités de sel dans leurs tissus et plus particulierement dans les
trichomes, situés a la surface des feuilles (Mozafar et Goodin, 1970). Les espéces du
genre Atriplex sont souvent utilisées dans la réhabilitation de sites difficiles. Elles

possédent par ailleurs, un systéme racinaire tres développé, fixant les couches supérieures
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du sol et peuvent étre utilisées comme moyen de lutte contre la désertification (Belkhodja
et Bidai, 2004), elles sont intéressantes pour la fixation et la dépollution des métaux lourds
dans les sols (Walker et al., 2014).

L’objectif de ce travail s’oriente vers la connaissance de certains mecanismes liés a
I’adaptation aux contraintes salines combinées avec le cuivre de I’espéce Atriplex

canescens
Notre travail comporte trois parties :

- Dans la premiére nous exposons une recherche bibliographique sur les données de
la salinité des sols et le stress, généralité sur les métaux lourds, différents procédés de
phytoremédiation, les halophytes et les Atriplex.

- La deuxiéme partie expose la méthodologie adoptée, par la préparation des

échantillons, le protocole expérimental et la technique d’analyse retenue dans notre étude.

- Enfin une troisiéme partie aborde les résultats obtenus, discussion et enfin d’une

conclusion générale.
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CHAPITRE I - SALINISATION DES SOLS ET LE STRESS

I- Salinité des sols
I-1- Définition

Plusieurs auteurs ont défini la salinité des sols comme étant la présence de
concentrations excessives de sels solubles. Les sels solubles englobent une large gamme
d’anions et de cations présents dans le sol soit sous forme cristallisée, soit sous forme
dissoute dans la solution du sol, soit encore sous forme adsorbée sur la surface des
colloides (Douaik, 2005). Ils sont constitués principalement par le calcium, le magnésium,
le sodium et le potassium pour les cations et par les chlorures, les sulfates, les carbonates et
les bicarbonates et nitrates pour les anions (Chesworth, 2008). Plusieurs processus
géochimiques peuvent avoir lieu comme conséquence a 1’action des sels solubles dans le
sol. Le processus suivant lequel le sol s’enrichit en sels solubles est la salinisation
(IPTRID, 2006). L’autre processus qui est 1’alcalinisation se produit lorsque le pH du sol
augmente a des valeurs supérieures a 8,5 (USSL, 1954), ce processus est souvent
accompagné du processus de sodisation lorsque le sodium échangeable est 1’élément

majoritaire adsorbé sur le complexe colloidal (Chesworth, 2008).
I-2- Origine des sols salés

La salinité des sols a des sources tres variees. Elle provient naturellement par le biais
de l'altération des roches méres contenant des minéraux nécessaires a la formation des sels
solubles (minéraux sodiques, potassiques, magnésiens, de produits de 1’hydrothermalisme
riches en soufre et en chlore, ou de la dissolution des évaporites (Chesworth, 2008).
L'océan peut étre une source principale de la salinité, notamment dans les zones cétiéres
(Kloppmann et al., 2011) ou le matériau de base est constitué de dépbts marins anciens.
Les eaux salées des nappes phréatiques ou artésiennes peuvent aboutir a la salinité par

remontée de la nappe (Ben Hassine, 2005).
I-3- Différents types de la salinisation
a- Salinisation primaire

On distingue en général la salinisation primaire, liée a la présence naturelle
relativement concentrée de sels (proximité des mers ou d'océans, présence de dépdts de
sels...) (Lahlou et al., 2000). 80% des terres salinisées ont une origine naturelle. L origine

de cette salinisation est, soit géologique, marine ou lagunaire correspond a une salinisation
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liée au fonctionnement naturel des terrains, sous 1’influence du climat, de 1’altération des

roches et de la dynamique des eaux (Baba Sidi Kaci, 2010).

La source principale de sels dans le sol ce sont les minéraux naturels de la cro(te

terrestre (Bryssine, 1961). Les sels solubles peuvent provenir :

- Soit de D’altération des roches contenant des minéraux sodiques potassiques et
magnésiques, en régions arides et semi-arides, ces sols se concentrant sur place, dans les

dépressions fermées,

- Soit de dissolution des évaporites contenant des chlorures, des sulfates, etc. Les

évaporites se localisent essentiellement dans les bassins élémentaires.

- Soit encore de I’altération des roches volcaniques (Servant, 1976). Le matériau
géologique, par le biais de I’altération peut libérer les éléments nécessaires a la formation
des sels solubles (altération de minéraux primaires riches en sodium, de roches
volcaniques, des produits de I’hydrothermalisme riches en soufre et en chlore, ou encore
dissolution des évaporites, qui sont des accumulations salines anciennes). En effet, durant
le processus d’altération chimique, qui implique hydrolyse, hydratation, solution,
oxydation et carbonatation, les sels sont libérés progressivement avant de subir une
solubilisation. Cependant les causes premiéres de salure sont fréquemment éloignées dans
I’espace du territoire prospecté. L’origine des sels peut se trouver dans les dépots
lagunaires ou matériaux salés plus ou moins récents qui peuvent étre eux-mémes des
roches méres des sols et fournir leurs sels aux oueds qui les transportent jusqu’aux nappes
superficielles plus ou moins profondes sous les sols des vallées et basses plaines (Gaucher
et Burdin, 1974).

b- Salinisation secondaire

20% des terres salinisées, soit prés de 15milion hectares sur le continent africain, ont
une origine «anthropique ». On parle alors de salinisation « secondaire », induite par
I’activité humaine, liée aux pratiques agricoles et en particulier a I’irrigation. La
salinisation secondaire est généralement a 1’origine de la diminution de la productivité de
la terre car la forte concentration de sel dans le sol s’oppose a la bonne production. Par
conséquent, les terres cultivées affectées par NaCl perdent progressivement leur fertilité.
A D’échelle globale, la salinité des sols n’est pas un probléme spécifique d’une région ou

d’un climat donné. Au contraire, si on observe la répartition des sols salins on constate que

I’effet de la contrainte saline affecte toutes les régions du monde (Hosni, 2008).
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I-3- Classification des sols salés

La salinité du sol est décrite et caractérisée en termes de concentration et de type de
sels solubles. Selon USSL (1954), les sols affectés par les sels sont classés en fonction de
la conductivité électrique de leur extrait de pate saturée (CE dS.m™), du pourcentage de

sodium échangeable (ESP en %) et de leur pH (Tableau 1).

Tableau 1. Classes des sols affectés par les sels (USSL, 1954).

Classes CE (dS.m™ ESP % pH
Non salin <4 <15 <8.5
Salin >4 <15 <8.5
Sodique <4 >15 >8.5
Salin — sodique >4 >15 >8,5

CE : Conductivité électrique de I'extrait de pate saturée.
pH : pH de I'extrait de pate saturée.
ESP : Pourcentage de sodium échangeable.

I-4- Impacts de la salinité sur le sol

Plusieurs facteurs interviennent dans la contribution de ces deux processus dans la
dégradation des sols. Selon Richards (1954), les sols sodiques ont un pH de plus de 8,5
avec une dominance de 1’ion sodium. Cette saturation en sodium provoque généralement la
dispersion des particules d’argile avec comme conséquence une dégradation de la structure
du sol. De ce fait, le sol devient compact et imperméable, empéchant donc 1’aération et la
pénétration de 1’eau nécessaires pour une croissance réguliére des plantes. Douaoui et al.,
(2001) ont montré que la dégradation physique des sols est principalement liée a la
sodisation. Ils ont conclu que le ESP (pourcentage de sodium échangeable) est le principal
facteur de la dégradation de la structure de surface du sol, suivi par les limons et la salinité.
Le taux d’infiltration diminue au fur et a mesure que le SAR et la concentration saline

augmentent.



CHAPITRE I - SALINISATION DES SOLS ET LE STRESS

I-5- Impacts de la salinité sur la plante

La salinit¢ provoque un impact négatif sur les rendements des cultures et la
production agricole (Loyer, 1991). Dans des sols sévérement touchés par la salinité, il se
forme souvent une mince crolte de couleur blanchétre (efflorescence saline) en surface.
Comme conséquence de la salinité sur la plante, le mécanisme essentiel qui limite son
développement est la pression osmotique (PO = 0.036*CE) (Chesworth, 2008). Selon
cette formule empirique, la pression osmotique augmente avec la concentration en sels et
rend 1’absorption de 1’eau par la plante plus difficile (Loyer, 1991). Daddi Bouhoun et
Brinis (2004) ont montré que 1’accumulation des sels mesurée dans le sol est suffisante
pour provoquer une chute des rendements des palmeraies de la cuvette d’Ouargla. Dans un
autre contexte, Boumia (2011) a étudié ’effet de la salinité sur la germination des grains
de gombo (Abelmoschus esculentus L.) en utilisant le NaCl et NaCl™ +CaCl; a différentes
concentrations en meq /I, a trouvé que les graines expriment une sensibilité a la salinité en

termes de précocité, vitesse, temps moyen, et taux final de la germination.
Il - Stress

11-1- Définition du stress

Le stress est un ensemble de conditions qui provoquent des changements de
processus physiologiques résultant éventuellement en dégats, dommages, blessures,
inhibition de croissance ou de développement. Selon Dutuit et al (1994), le stress est le
dysfonctionnement (rupture d’un équilibre fonctionnel) produit dans un organisme ou dans
un systeme vivant, par exemple par une carence. D'apres Jones et al (1989), c’est une
force ou influence hostile qui tend a empécher un systeme normal de fonctionner.

11-2- Catégories du stress

On distingue deux grandes catégories de stress :

11-2-1- Stress biotique

Imposé par d’autres organismes (insectes, herbivores...).

11-2-2- Stress abiotique

Les températures extrémes, la salinité. Parmi les conditions environnementales qui
peuvent causer un stress abiotique, on distingue : les inondations, la sécheresse, les basses
ou hautes températures, la salinité excessive des sols ou des eaux, la présence d’un minéral
inadéquat dans le sol, cas des métaux lourds, I’excés de lumiére qui stimule la photo
inhibition, le cas de faible éclairement, les radiations (UV), les composés phytotoxiques

comme ’0zone qui est un haut réacteur oxydant, la pollution de I’air, les produits oxydés
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formés a partir des réactions de pesticide, la sécheresse, le froid et la salinité sont les stress
les plus fréquents et les plus étudiés. lls peuvent imposer aux plantes de la modification
métabolique, physiologique et phrénologique. Le stress peut déclencher plusieurs réponses
a plusieurs niveaux de la plante (Shilpi et Narendra, 2005).
Ces mémes auteurs précisent que, les conséquences d’un stress salin peuvent résulter

de trois types d’effets que le sel provoque chez les plantes :

»  Stress hydrigue : une forte concentration saline dans le sol est tout d’abord
percue par la plante comme une forte diminution de la disponibilité en eau.

» Stress ionique : en dépit d’un ajustement osmotique correct, la toxicité
ionique survient lorsque 1’accumulation de sels dans les tissus perturbe D’activité

métabolique.

»  Stress nutritionnel : des concentrations salines trop fortes dans le milieu,
provoquent une altération de la nutrition minérale, en particulier vis-a-vis des transporteurs
ioniques cellulaires. Le sodium entre en compétition avec le potassium et le calcium, et le

chlorure avec le nitrate, le phosphore et le sulfate.
11-3- Effets du stress salin
11-3-1- Sur la germination

La germination des graines est le stade le plus sensible au stress salin et hydrique
(Boulghalagh et al., 2006).0n peut considérer que la plupart des plantes sont plus
sensibles a la salinité durant leurs phases de germination et de levée (Maillard, 2001).
Parmi les causes de I’inhibition de la germination en présence de sel, la variation de
I’équilibre hormonal a été évoqué (Ungar, 1991 ; Abar, 1986 ; Dabez et al., 2001).
Plusieurs auteurs ont montré un retard de la germination causé par la salinité chez plusieurs
especes (Ndour et Danthu, 2000 ; Boulghalagh et al., 2006 ; Benata et al.,2006). La
réduction du potentiel osmotique de la solution du sol empéche I’imbibition de la graine
suite & une diminution des activités enzymatiques et une forte absorption de Na* par
rapport a K*, ce qui conduit & une toxicité embryonnaire et un retard dans les processus
métaboliques (Adel et Bader, 2002).

11-3-2- Sur ’absorption

Les sels de la solution du sol peuvent se concentrer a hauteur de 2 a 5 fois leur valeur
initiale. Ceci cause une augmentation de la pression osmotique de la solution du sol et rend

encore plus difficile pour les racines d’extraire 1’eau du sol. C’est ce qu’on appelle une
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sécheresse physiologique (Maillard, 2001). Les effets osmotiques du stress salin peuvent
également limiter la croissance des racines, ce qui limite les possibilités de 1’absorption des

éléments nutritifs du sol (Jabnoune, 2008).
11-3-3- Sur la croissance et le développement de la plante

Un stress salin extréme conduit au nanisme et a 1’inhibition de la croissance
racinaire. Les feuilles deviennent sclérosées avant méme d’avoir fini leur croissance et
I’organisme tout entier risque de dépérir assez vite (Calu, 2006). Les sels accumulés dans
le sol peuvent limiter ou completement arréter la croissance du végétal suite a une
élévation de la pression osmotique du milieu et /ou a I’effet toxique spécifique des
éléments (Arbaoui et al., 1999). La salinité diminue la croissance des glycophytes en
modifiant 1’équilibre hydrique et ionique des tissus (Greenway et Munns, 1980 ; Ouerghi
etal., 1998).

11-3-4- Sur le comportement biochimique de la plante

Chez diverses especes, plus ou moins résistantes, on a observé une augmentation des
sucres totaux résultant d’un blocage de la glycolyse ou du saccharose provenant d’une
forte hydrolyse de ’amidon (Asloum, 1990). Selon Hadjadj (2009), I’accumulation des
sucres solubles est importante dans les feuilles des plantes d’Atriplex halimus L. et
d’Atriplex canescens (Pursh) Nutt, soumises & un stress salin. Le stress salin induit une

perturbation de la composition lipidique et protéique au niveau de la membrane cellulaire.
I1-4- Tolérance des plantes au stress salin

La caractérisation physiologique de la tolérance des végétaux a la salinité
résulte de processus qui permettent au végétal d'absorber I'eau et les sels minéraux a
partir de substrats a faibles potentiels hydriques, mais aussi de vivre en acceptant la
présence importante de sodium dans ses tissus; les halophytes, qui accumulent le plus de
sodium (Elzam et Epstein, 1969 ; Ruse et Epstein, 1981; Guerrier, 1984), se signalent
ainsi par une forte capacité d'élaboration de composés organiques (Mercado, 1973 ;
Briens et Larhe, 1982 ; Guerrier, 1984), ces deux facteurs permettent le maintien
d'une haute pression osmotique interne qui favorise les échanges d'eau entre les
compartiments externe et cellulaire (Guerrier, 1984).

Toutes les plantes ne sont pas égales face au stress salin, suivant leur

biomasse en présence de sel, quatre grandes tendances ont été discernées :
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e Halophytes vraies
Dont la production de biomasse est stimulée par la présence de sel. Ces plantes (Atriplex
sp. Salicornia sp, Sueda sp. ) présentent des adaptations poussées et sont
naturellement favorisées par la salinité du sol.

e Halophytes facultatives
Présentent une légere augmentation de biomasse a des teneurs faibles en sels: Plantago
maritima et Aster tripolium.

e Halophytes non résistantes
Supportent de faibles concentrations en sels : Hordeum sp.

e Halophytes ou halophobes

Sensibles a la présence du sel : Phaseolus vulgaris.

11-5- Adaptation des plantes a la salinité
11-5-1- Adaptation morphologique

La succulence, qui se traduit par une accumulation d'eau dans les cellules
constitutives des tissus des organes aériens, est I'un des caractéres les plus communs
aux halophytes. La succulence des cellules foliaires augmente, se traduisant par une
augmentation de I'épaisseur des feuilles et I'une des modifications qui apparait de
fagon plus importante chez les espéces les plus tolérantes. On note de plus la
réduction de la surface foliaire, par exemple chez Cressacretica et Tamarix gallica
(Raache et Karboussa, 2004), la présence d'une cuticule épaisse et l'apparition plus
précoce de la lignification de quelques organes a la fin de leur cycle de vie (Poljakoff-
Mayer, 1988 ; Raache et Karboussa, 2004).

11-5-2- Adaptation anatomique

Des modifications anatomiques apparaissent au niveau des différents organes lors
d'un stress salin. Selon Poljakoff-Mayber (1988), on observe des modifications du cortex
chez les halophytes, constitué de deux a trois couches de cellules seulement, ainsi
gu'une diminution du diametre de la stéle au niveau des racines du blé et chez la
tige de la tomate, ou le cortex devient épais alors que le nombre de vaisseaux

conducteurs diminue.
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D'autres modifications s'observent sous l'effet de la salinitt comme la
raréfaction des stomates, la présence de tissus de soutien, et I'abondance du parenchyme
aquifere (Benhamida et Djeghbala, 2005).

Certaines plantes peuvent développer différentes stratégies qui leur permettent
de reguler les concentrations internes en ions. Lors d'un stress salin, les halophytes sont
capables de compartimenter les ions Na* et CI" au niveau vacuolaire. Certaines
halophytes possedent des structures specialisées, appelées « glandes a sel»,
constituees d'une a plusieurs cellules, sont souvent protégées par une mince cuticule
perforée de pores, situés au niveau des cellules épidermiques des feuilles et des
tiges, ayant pour role d'excréter le sel, lorsque la charge minérale des tissus est

excessive, c’est le cas du tamarix (Thomson, 1975).
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I- Définition

Les métaux lourds sont les éléments métalliques naturels dont la masse volumique
dépasse 5g/ml. 50 éléments du tableau périodique sont classés métaux lourds, parmi eu
sont 35 considérés comme trées toxiques mais 13 sont classés polluants prioritaires, ce sont
(antimoine, arsenic, béryllium, cadmium, chrome, plomb, mercure, nickel, sélénium,

argent, thallium, zinc et cuivre). (Singh et al., 2003)
I-2- Propriétés physico-chimiques

Pour étudier les mécanismes d'action des métaux lourds il est nécessaire de connaitre
leurs propriétés physico-chimiques et biologiques d'abord a I'état d'ion libre puis dans la

formation des complexes organo-métalliques. (Lee, 1979)

Tableau 2. Propriétés physico-chimiques de quelques métaux lourds (Lee, 1979).

Métal Symbole | Numéro | Masse Valence Point de | Point Densité
atomique | atomique fusion d’ébullition
Chrome | Cr 24 51.99 6,54,32 | 1875 2682 7,17
Fer Fer 26 55.85 2,3* 1535 3000 7,90
Nickel Ni 28 58.70 2,3 1555 2837 8,90
Cuivre Cu 29 63.55 1,2 1083 2595 8,94
Zinc Zn 30 65.38 2 419 907 7,14
Cadmium | Cd 48 112.48 2 321 767 8,65

Les métaux lourds possédent un caractere électropositif qui leur confere la faculté de

perdre facilement un ou plusieurs électrons pour former des cations de charge variable

(Lee, 1979).

I-3- Origine des métaux lourds

I-3- 1 - Origine naturelle

Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches. lls sont libérés lors

de I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique (Bourrelier et Berthelin,

1998). La concentration naturelle de ces métaux lourds dans les sols varie selon la nature

de la roche, sa localisation et son age.
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1-3-2 - Origine anthropique

Cependant, la source majeure de contamination est d’origine anthropique. Au cours
des derniéres décennies, 1’apport de métaux lourds au sol dans le monde s’est étendu. A
I’heure actuelle on I’estime a 22000 tonnes de cadmium, 939000 tonnes de cuivre, 783000
tonnes de plomb, et 1350000 tonnes de zinc (Singh et al., 2003). Les principaux types de
pollutions anthropiques responsables de 1’augmentation des flux de métaux, sont la
pollution atmosphérique (rejets urbains et industriels), la pollution liée aux activités

agricoles et la pollution industrielle.
I-4- Réle physiologique des métaux lourds

Onze des oligo-éléments (Fe, Zn, Si, Cu, Mn, Ni, Co, Se, F, Cr, Mo, Sn et Al) sont
des métaux et tous sont des métaux lourds (Morrison, 1979). Ces éléments se trouvent a
trés faible concentration dans les tissus vivants. Cependant, ils y jouent des roéles
importants dans les réactions métaboliques et fonctionnent d'ordinaire comme un centre
coordinateur de la structure et de la stabilité des enzymes et des protéines (Goulot-Perrot,
1983). Jouant un réle des plus variés dans les réactions biologiques et selon leur
concentration, ils sont soit considérés comme métaux toxiques soit comme éléments
nécessaires. Certains de ces éléments peuvent créer des liaisons métal - protéine et sont
capables de modifier la structure tertiaire de la protéine. Le cation métallique intervient
alors comme intermédiaire pour lier les molécules qui doivent interagir. Mais le plus
souvent le cation métallique agit comme agent oxydoréducteur. En général les catalyses
par certains métaux lourds sont comparables aux réactions entrainées par le métal seul et
celles du systéme enzymatique. Cependant, ces réactions sont plus rapides en présence de
catalyses que par un métal isolé et certains produits toxiques ne résultent pas de ces
réactions enzymatiques. Par exemple, la catalyse de l'oxydation de I'acide ascorbique par
Cu*? est accrue approximativement 1 000 fois par I'enzyme cuprique (acide ascorbique
oxydase) et le peroxyde d'hydrogene (H,0,) n'est pas génére par la réaction enzymatique.
Ceci indique une différence possible entre les deux mécanismes (Coic et al. 1989).

I1- Contamination des sols par le cuivre
I1-1- 1 - Propriétés physico-chimiques du cuivre

Le cuivre et un élément chimique de symbole Cu et de numéro anatomique 29, sa

masse atomique est 63.546 g/mole. C’est un métal malléable et ductile, et présente sur ses
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surfaces fraiches une teinte rosée a péche, excellent conducteur de la chaleur et de

I’¢lectricité, tres peu altéré dans ses propriétés fonctionnelles par I’exposition a 1’air sec.

Le cuivre existe dans la croute terrestre avec une concentration d’environ 50 mg/kg.
Les principaux minerais du cuivre sont : soit les sulfures, comme la covelline (CuS), le
chalcocite (Cu,S), la chalcopyrite (CuFeS; ), et la bornite (CusFS3), soit des oxydes
comme la malachite (Cu,COs3(HO)),, le chrysocolle (CuSiO3.2H,0) et la chalcanthite
(CuS04.5H,0).

I1-1- 2 - Propriétés biologiques

A trés faible dose, le cuivre est un élément essentiel chez les plantes et
l'animal, impliqué dans de nombreuses voies metaboliques, de plus, il est un
cofacteur spécifique de nombreuses enzymes et métalloprotéines de structure (OMS-

ICPS, 1998). Il a une importance capitale dans 1’entretien des processus biologiques.

I1-2- Sources de contamination des écosystemes par le cuivre

Les sources de contamination des écosystemes par le cuivre ont trois principales

origines industrielle, agricole et domestique.

a. Pour P’industrie, les activités sont surtout 1’industrie métallurgique et miniére,
les mines et fonderies de Cu, le raffinage du pétrole, la fabrication de la pate a papier et du
papier, les lessivages de produits de protection du bois et du cuir (Arias et al., 2002 ;
Brun et al., 2003).

b. Pour P’agriculture, ce sont les épandages de lisier, le Cu étant utilisé comme
additif alimentaire dans les élevages, et I’utilisation de fertilisants, de fongicides et de
bactéricide (Acemioglu et Alma, 2004 ; Chen et al., 2005).

c. Pour les sources domestiques, ce sont les épandages de boues de stations
d’épuration ou la fertilisation organique avec des composts de déchets verts, d’ordures
ménageres... (Adriano, 1986 ; Baize, 1997 ; Arias et al., 2002 ; Brun et al., 2003 ;
Acemioglu et Alma, 2004 ; Chen et al., 2005).

11-3- Utilisation

Le cuivre est ’'un des métaux les plus employés a cause de ses propriétés physiques
et de sa conductibilité électrique et thermique. A 1’état métal, il est principalement

employé en électricité, en métallurgie pour la composition d’alliages. Sous forme de
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sels cuivreux ou cuivriques, on I'utilise dans 1’industrie, en agriculture ou enfin en

pharmaceutique (Lamand, 1992).

En agriculture, le cuivre entre dans la composition de produits tel que les
fongicides ou insecticides avec par exemple la bouillie bordelaise utilisée pour le
traitement des vignes. Enfin il peut étre utilisé comme antiseptique externe (Cassereau,
2001).

11-4- Réle physiologique du cuivre

La nécessité du cuivre pour les vivants a été découverte assez réecemment. Il a été
reconnu comme un cofacteur essentiel de la synthése d'un grand nombre de protéines
impliquées dans les réactions d'oxydoréduction, liant ou activant de I'oxygéne moléculaire.
Il est le coenzyme de nombreuses meétalloprotéines comme I'acrobate oxydase et
tyrosinases (Favier, 1990). Le cuivre est un composant indispensable de plusieurs
métallo-enzymes dont I'activité est essentiellement oxydasique. Il joue également un role
dans la photosynthese et la respiration (Chappuis, 1991). Le cuivre joue un réle
déterminant dans la formation des protéines. Il régule différents  processus
enzymatiques des tissus végétaux, principalement ’oxydase, qui influence a son
tour le métabolisme de 1’azote. On peut donc dire que le cuivre a un rdle trés

important dans le métabolisme de la plante.

11-5- Impacts de la contamination en Cu
11-5- 1- Fonctionnement de I’écosystéme

Dans les sols contaminés, la contamination s’accompagne souvent d’une mauvaise
structure physique du sol (compaction, tassement...), d’une pauvreté en nutriments
(Whiteley, 1993), d‘une faible rétention de I’eau, d’une acidité du sol (Simmons et al.,
2008), d’une sécheresse et d’une forte érosion (Wong, 2003). En sol contaminé en Cu les
déshydrogénases et les catalases qui sont impliquées dans la respiration du sol sont
inhibées (Ratnikov et al., 2005). Lorsque le sol est contaminé en Cu, il y a une diminution
et un ralentissement des processus de nitrification (Sauvé et al., 1997) et de mineéralisation
(Dumestre et al., 1999), qui se traduit par une moindre décomposition de la litiére
(Hutchinson et Symington, 1997). Il peut donc y avoir une couche de litiere plus
importante mais 1’inverse est aussi rapporté car la production de litiere par les plantes est

aussi plus faible (Boon et al., 1998).
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a- Communautés microbiennes et faune du sol

Le nombre, la diversité et 1’activité des micro-organismes du sol diminuent en sol
contaminé au Cu (Sauvé et al ., 1997). La structure des communautés microbiennes est
modifiée et les activités phosphatases diminuent dans le sol (Brunner et al., 2008 ;
Wang et al., 2008). Le nombre de nodules au niveau des racines des légumineuses est
aussi plus faible (Mench et al., 2003). Certains micro-organismes sont capables de
s’adapter. Le nombre de colonies fongiques diminue en sol contaminé en cuivre. Les
colonies qui survivent sont des especes capables d’utiliser un plus grand nombre de
sources de carbone que des especes présentes en sol non contaminé (Simmons et al.,
2008 ; Teng et al., 2008). La diminution de la diversité des micro-organismes serait due a
une diminution des sources de nutriments a dégrader (Teng et al., 2008). Les effets sont
variables d’une espéce a I’autre, par exemple, les bactéries et les protozoaires ne subiraient
pas les effets du cuivre tandis que le nombre de nématodes diminuerait (Boon et al.,
1998). Quel que soit I’organisme considéré, les seuls capables de survivre dans ces sols
sont des organismes adaptés a la contamination. Dans des études sur les rhizobiums
associes aux racines des légumineuses, ceux-ci survivent et sont efficaces pour la fixation
de I’azote atmosphérique jusqu’a 300-340 mg Cu/kg dans le sol (Smith, 1997 ; Chen et
al., 2005). Au-del, il y a une diminution du nombre de rhizobiums et de nodules et
formation de petits nodules blancs inefficaces pour fixer I’azote (Chaudhary et al.,
2004). Des populations tolérantes existent : la majorité des rhizobiums qui survivent
jusgu'a 1 Mm du cuivre dans la solution sont ceux récoltés sur un site déja contaminé et
qui ont pu s’adapter (Laguerre et al., 2006). La diminution du nombre de rhizobiums
suite a ’exposition au cuivre est plus forte pour ceux récoltés en site non contaminé (Wu

et Lin, 1990).

La faune du sol est affectée par la contamination du sol car de nombreux individus
comme les lombrics ingerent des particules du sol ou sont en contact dermal avec lui. lls
accumulent du cuivre et ensuite sont consommes par des prédateurs qui vont accumuler du
cuivre a leur tour contaminant la chaine alimentaire (Maenpaa et al., 2002). Chez les vers
de terre, la survie en sol contaminé en cuivre ou par du CCA dépend de la dose et de la
spéciation mais il y a des modifications comportementales. Par exemple, les vers de terre
vont éviter le contact avec le sol contaminé en allant dans d’autres sols moins contaminés
ou vont allouer toute leur énergie a la croissance, délaissant leur reproduction (Leduc et

al., 2008). Chez les escargots, le taux d’herbivorie et la croissance sont plus faibles quand
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I’exposition au cuivre augmente (Pefia et Pocsidio, 2007) et le nombre et le poids des
limaces sont plus faibles (Marigomez et al., 1998).

b. Communautés végétales

La contamination du sol en Cu entraine des diminutions de la richesse spécifique, du
couvert végetal (Hutchinson et Symington, 1997) et de la diversité (Poschenrieder et
al., 2001) avec une diminution de I’indice de Shannon (Desrochers et Anand, 2005). La
veégétation se présente sous forme de patches et le couvert végétal peut représenter moins
de 3% de la surface du sol (Shu et al. 2005). La structure des communautés en est
modifiée. Les premiéres plantes a coloniser le sol contaminé vont étre les mousses et les
herbacées, en particulier les Poaceées, car elles sont tolérantes a des conditions

environnementales contraignantes (Hutchinson et Symington, 1997).

La proportion d’herbacées augmente tandis que celle des plantes ligneuses diminue
(Banasova et al., 2006). Les familles dominantes sont souvent les Poacées, les
Brassicacées et les Fabacées avec une forte capacité d’adaptation pour les Poacées et les
Brassicacées et la fixation de 1’azote pour les légumineuses (Wang et al., 2004). Les
Astéracées sont aussi une famille présente sur les sites contaminés (Del Rio et al., 2002 ;
Remon, 2006). Le cuivre induit une forte pression de sélection sur des familles comme les
Rosaceées, les Cypéracées et les Apiacées qui vont disparaitre (Vidic et al., 2006). Parmi
les herbacées, la proportion d’annuelles et de bisannuelles est plus importante que celle
des pérennes car la végétation est maintenue a un stade précoce de la colonisation
(Remon, 2006).

La contamination n’a pas que des effets négatifs. Certaines plantes accumulent les
contaminants dans leurs parties aériennes pour diminuer la pression de 1’herbivorie en
rendant leurs feuilles toxiques et moins appétantes (Meharg, 2005). Par ailleurs, le
nombre d’espéces invasives ou introduites diminue avec [’augmentation de la

contamination (Ginocchio, 2000).
c. Plante entiére

Une contamination en Cu du sol entraine une exposition des racines via la solution
du sol et I'imprégnation en Cu du végétal induit une diminution de la biomasse aérienne
des plantes d’autant plus importante que la contamination est élevée (Cook et al., 1997 ;
Vinit-Dunand et al., 2002). Ces diminutions seraient dues a des faibles niveaux de Ca

dans les feuilles car le Ca affecte la division et 1’élongation cellulaire (Cook et al., 1997).
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Il'y a apparition de symptémes tels que les chloroses, les nécroses sur limbe supérieur des
feuilles et 1’épinastiel (Cuypers, 2000 ; Demirevska-Kepova et al., 2004).

Les chloroses seraient dues a des modifications de I’homéostasie d’éléments
essentiels comme le Fe (Chatterjee, 2000 ; Michaud et al., 2007). Les feuilles jaunissent
et des spots marron apparaissent sur le limbe, c’est une réponse (Franchin et al., 2007).
Des symptomes similaires sont retrouvés chez 1’orge (Guo et al., 2007). En stress, la
transpiration de la plante augmente et le contenu en eau est plus faible (Demirevska et al.,
2004 ; Ashan et al., 2007). Les feuilles sont petites, crispées et ont une teinte vert foncé,
c’est le «bronzing » (Bessoule et Mench, 2002) et elles ferment leurs stomates pour
limiter les pertes en eau et les chloroplastes sont altérés ou dégradés (Chatterjee, 2000)

I1-6- Stress oxydant

L’excés de cuivre dans les cellules est a I’origine d’un stress oxydant (Mench et al,.
1998 ; Pilon- Smits, 2005 ; Boojar et Goodarzi, 2007). Le cuivre va induire la
production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et de radicaux libres (Hall, 2002) car
il stimule des réactions qui transforment le radical superoxyde en oxygene grace a un ion
métallique et une deuxiéme réaction qui transforme le peroxyde d’hydrogene en radical
hydroxyle (OH) et groupement hydroxyle (OH"), (Kehrer, 2000 ; Seol et Javandel,
2008). Le Cuivre peut céder des électrons comme tous les cations, qui vont réduire
I’oxygeéne et ses dérivés en ROS (Remon, 2006). Les ROS sont dangereux pour les
cellules car s’ils ne sont pas réduits. Ils alteérent les protéines et les acides aminés, I’ADN,
I’ARN et entrainent la peroxydation des lipides membranaires (Cuypers, 2000 ; Boojar et
Goodarzi, 2007). Le cuivre peut inhiber I’activité de certaines enzymes en remplagant un
autre elément comme le Fe dans leur site actif mais aussi en modifiant leur structure
(Chaterjee, 2000 ; Hall, 2002).

Pour lutter contre les ROS les plantes disposent de métabolites antioxydants de
faible poids moléculaire comme I’ascorbate ou vitamine C (AS), le glutathion réduit
(GSH) et ’a-tocophérol ou vitamine E et d’enzymes comme la superoxyde dismutase
(SOD), les catalases (CAT) et les peroxydases (POD) dont I’ascorbate peroxydase
(APOD) (Cuypers et al., 2000 ; Boojar et Goodarzi, 2007). D’autres POD comme les
gaiacols peroxydases (GPOD) et les syringaldazine peroxydases (SPOD) sont trouvees

dans la littérature (Cuypers et al., 2002).
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Chez les plantes il y a deux voies d’élimination du peroxyde d’hydrogene (H20,),
les CAT et les APOD, la deuxieme voie étant majoritaire (Noctor et Foyer, 1998). La
voie des APOD est reliée au cycle de I’ascorbate — glutathion qui joue un réle important
dans la défense contre les ROS. Tous les métabolites et enzymes n’agissent pas au méme
niveau, les SOD permettent la transformation de 02 en H,O, et O, les CAT, la
transformation de H,O, en H,0O et 20,% et les POD dont APOD la transformation de
H.O, en H,O (Noctor et Foyer, 1998 ; Boojar et Goodarzi, 2007). L’ascorbate peut
réduire directement H,O; ou par I’intermédiaire de APOD tout comme GSH (Smeets et
al., 2005) qui font partie du cycle de ’ascorbate et du glutathion (Gupta et al., 1999).
Lors de la réduction de H,0, par AS il y a formation de monodéhydroascorbate (MDHA)
qui est un radical avec un temps de vie trés court qui va se transformer en AS par
I’intermédiaire de la MDHA réductase en paralléle avec la transformation de NADPH en
NADP", et aussi le déhydroascorbate DHA s’il n’est pas réduit. La DHA réductase va
permettre la transformation du DHA en AS grace a la transformation du glutathion réduit
(GSH) en glutathion oxydé (GSSG). Le GSH étant un antioxydant dont la plante a besoin
et la glutathion réductase (GR) permet de le renouveler a partir du GSSG en paralléle avec
la transformation de NADPH en NADP" (Noctor et Foyer, 1998 ; Gupta et al., 1999).
L’ascorbate est important car il est aussi un précurseur de I’a tocophérol, un antioxydant
membranaire qui permet de lutter contre la péroxydation des lipides membranaires
(Cuypers et al., 2000). Deux autres enzymes seraient impliquées de fagon indirecte dans
la défense contre les ROS, ce sont I’enzyme malique et I’isocitrate déhydrogenase qui
permettent de transformer le NAD(P) * en NAD(P) H et de restaurer le stock de NADPH
nécessaire au fonctionnement des enzymes du cycle de ’ascorbate—glutathion (Smeets et

al., 2005).

Lors d’un stress oxydant provoqué par le Cu I’activité de toutes ces enzymes va étre
modifiée. L’activité des GPOD et SPOD va augmenter dans les racines et les feuilles du
haricot (Cuypers et al., 2002). Toujours chez le haricot les activités de APOD, CAT, GR
réductase, MDHA réductase et DHA réductase augmentent en lien avec une augmentation
de la quantitt de AS et GSH (Cuypers et al., 2000). Les SPOD sont des POD
membranaires qui seraient impliquées dans la biosynthése de la lignine, la lignification des
racines permettrait a la plante de diminuer 1’absorption du Cu (Cuypers et al., 2002), mais
cela peut aussi conduire a une inhibition de la croissance des racines. D’autres POD dont

I’activité augmente sont les lipoxygénases (LOX). Ce sont des enzymes qui catalysent la
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péroxydation des lipides (acides gras poly-insaturés), le métabolisme des LOX serait
impliqué dans la nécrose des tissus suite a un stress, 1’exposition au Cd par exemple
(Montillet et al.,, 2004). Sous I’action des LOX puis d’autres enzymes il y aurait
transformation de ’acide a- linolénique (un acide gras poly-insaturé) en jasmonate. Le
jasmonate servirait de signal intermédiaire entre un stimulus extérieur et la réponse de la
plante (Wasternack, 2007 ; Balbi et Devoto, 2008). Le jasmonate serait impliqué dans la
réponse au stress oxydant dans les cellules et permettrait I’augmentation de 1’activité des
enzymes impliquées dans la défense contre les ROS en activant leurs genes (Gupta et al.,
1999 ; Cuypers et al., 2000).

111 - Antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi
de petites molécules hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique
autorise la présence d’antioxydants dans tous les compartiments de I’organisme, qu’ils

soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Cano et al., 2006).
11 — 1- Catégories des antioxydants
11 —1- 1- Antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systémes de défense
trés efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de
catalase et de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Canon et al., 2006). Ces enzymes
antioxydantes permettent I’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions

suivantes :

superoxyde dismutase

20,-+2H* = H,0,+0,

catalase

2 H,0, = 2 H,0+0,

olutathione peroxydase

H,0, +2 GSH = 2 H,0 + GSSG
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De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des
lipides membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).
11 — 1- 2- Antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une
molécule d’antioxydant pi¢ge un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau,
cette molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta,
2003). Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était
proposés. Elles incluent, la vitamine E, I’acide ascorbique, le -carotene, les flavonoides,

les composés phénoliques,...etc. (Bouhadjra, 2011).
111 — 2- Classification des antioxydants

Les antioxydants sont classés dans trois catégories différentes:

111 - 2- 1 - Antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants phénoliques de synthése qui sont autorisés dans certains
aliments, le BHT 321 (3,5-ditertiobuty I-4-hydroxytoluéne), BHA 320 (3-tertiobutyl-4-
hydroxyanisole), sont I’un et I’autre solubles dans les lipides et résistent bien a la chaleur.
IIs ont une action synergique, et présentent I’inconvénient d’avoir une odeur désagréable
et s’évapore rapidement. Le TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) est moins soluble dans
les graisses et le PG (gallate de propyle) a I’avantage d’étre relativement soluble dans
I’eau, mais I’inconvénient d’étre peu soluble dans les lipides, peu résistant a la chaleur et
de donner avec le fer des sels de couleur foncée. Le nitrite présente des propriétés anti
oxydantes, il peut aussi former des nitrosamines cancérigénes. Les chélateurs de métaux
utilisés et plus efficaces sont les polyphosphates et les dérivés d’acide citrique
(Bouhadjra, 2011).

11 — 2- 2 - Substances synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent I’action de certains antioxydants. Ce qui se
traduit souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se trouvent
comme des acides lactiques, tartriques et ortho phosphoriques et leurs sels de sodium,
potassium ou calcium. Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de

métaux comme le fer ou le cuivre, dont on connait bien I'effet pro-oxydant a faible dose.
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Cependant, ce n'est peut-étre pas la seule explication, car plusieurs de ces produits sont
d'assez mauvais chélatants. (Bouhadjra, 2011)

111 — 2- 3 - Antioxydant d’origine végétale

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les
antioxydants naturels dont I’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans 1’industrie
agroalimentaire que pour la santé humaine sont les tocophérols, les caroténoides et les

polyphénols (Bouhadjra, 2011).

111 — 3- Différents types des antioxydants
111.3.1. Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille des molécules trés largement répandues
dans le régne végétal. On connait actuellement plusieurs milliers de composes
phénoliques, nombre qui augmente sans cesse et qui en fait un groupe chimique
particulierement important (Macheix et al., 2005), possédant dans sa structure un noyau
aromatique, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles, libres ou engagés dans une

autre fonction chimique (éther méthylique, ester, sucre,...) (Vercauteren et al., 1998).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d’aromogeneése, la voie de 1’acide Shikimique et celle de 1’acide acétique (Bruneton,
1999).

I11.3.1.1. Voie de I’acide Shikimique

La voie de I’acide Shikimique localisée dans les chloroplastes et conduit a la
synthese de la tyrosine et de la phénylalanine. Ces acides aminés sont transportés dans le
cytosol pour la synthése des composés phénoliques selon les réactions suivantes (Weaver
et Herrmann, 1997) :

a- La premiere réaction est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec
I’érythrose-4 phosphate sous I’action d’un aldolase pour former un composé en C7, le 3-
désoxy-D-arabino hepyulosonate-7-phosphate (DAHP) (Gerhard, 1993 ; Bruneton,
1999) - la cyclisation du DAHP en 3-déshydroquinate par déshydroquinate synthase
(Gerhard, 1993 ; Bruneton, 1999).

b- La déshydratation du 3-déshydroquinate est catalysée par déshydroquinate
hydratase (Gerhard, 1993) qui, en formant transitoirement une base de schiff entre un
résidu lysine et le carbonyl du 3-déhydroquinate, induit une ¢élimination d’eau
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stéréospécifique, cis.

phosphorylation du shikimate que se produit la condensation avec une nouvelle molécule
de PEP pour former un éther d’énol,
dernier conduit, via une trans 1,4 —¢limination inhabituelle, au chorismate. L’acide
chorismique occupe une position clée dans le métabolisme et son devenir est multiple:
réarrangement péricyclique de type claisen en préphénate. C’est la voie qui conduit, via le

phénylpyruvate, a la phénylalanine et a la tyrosine (Figure 01) (Bruneton, 1999 ; Floss,

GENERALITE SUR LES METAUX LOURDS

C’est apreés la réduction du 3-d éhydro-shikimate et la

le 5 énolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP). Ce

1997).
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Figure 1. VVoie de la biosynthese des polyphénols par de 1’acide Shikimique (Bruneton,

1999 ; Floss, 1997).
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111.3.1.2. Voie de ’acide acétique

L’acide acétique sous sa forme activée d’acetyl-s-coenzyme A, occupe une position
centrale dans la biosynthése des molécules complexes: une série de condensations de
claisen entre unités dicarbonées aboutit a des chaines polycétométhyléniques qui
conduisent, par cyclisation, a une grande variété de composés aromatiques. Une variante,
caractérisée par une condensation aldolique conduit, via 1’acide 3-hydroxy-3-
méthylglutarique et 1’acide mévalonique, au vaste ensemble des terpénes (Figure 02)

(Bruneton, 2009).

+(Cy) reduiction
CHy—CO,H > CHy—CO—CHy-CO.H > CHy—CH,~CH,-CO.H
S
/
/ [
{(,xf +[GE']H : I|
// \[h) réduction/ n
L|'iH r/ ! I
CH;,—?—EHE-COEH CHy—(CO CHy)py-COH CHy—(CHz)ans2 —COH
CH, COH
TERPENES POLYAGETATES ACIDES GRAS
COMPOSES AROMATIQUES

Figure 2. Voie de la biosynthése des polyphénols par 1’acide acétique (Bruneton, 2009).
111.3.1.3. Classification

On distinguer différentes classes des polyphénols, en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base

(Manchado et Cheynier, 2006 ; Daas Amiour, 2009)
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Tableau 3. Principales classes de composés phénoliques (Manchado et Cheynier,
2006 ; Daas Amiour, 2009).
Squelette Classe Exemple Origine structure
carboné
Ca Phenols simples Hydrogquinone Busserole ot o
C6-C1 Acide p-hydroxybenzoique | Epice, fraise . i
Hydroxybenzoique B —:"H'::H
C6-C3 Acide Acide cafeique Pomme de ferre, COOH
Hydroxvcinnamique | Acide férulique Pomme, citrus @J )
C6-C3-Co Flavonoides Qurcétine, Fruit, légumes, 0
Isoflavonoides Cvanidine daidzéine | Fleurs, soja. pois
Anthocyanes Dalphiniel Dalbergia sissoo e © [ 0,
¢
C6-C2-Co Stilbénes Resvératol, Vigne
Hydrongénol U"’@
Pinosylvine
(C6-C3), Lignanes Pinorésinol Pin I
Matairésinol - 0
(C6-C3-C6)y | Tanins condensés Aesculitanins Marronnier d’inde
Vigne

111.3.2. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques (Tsimogiannins et
Oreopoulou, 2006). Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles. Ils possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes
de carbone constitué de deux unités aromatiques, de cycle en C6 (A et B) reliés par une
chaine en C3 (Figure .3) (Lugasi et al., 2003).
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Figure 3. Squelette de base des flavonoides (Ribereau et Gayon, 1968).
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4 T W /
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i

La cyclisation, le degré d’insaturation et d’oxydation du cycle C conduisent aux

diverses classes de flavonoides (Dehak, 2013), dont les plus importantes sont :

Anthocyanes; Flavones et flavonols; flavonones et flavononols; chalcones et aurones

(Tableau 04) (Collin et Crouze

t, 2011).

Tableau 4. Différentes classes des flavonoides (Narayana et Al., 2001; Erdman et

al ., 2007).
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I11.4. R6le biologique des polyphénols et des flavonoides
A 1échelle cellulaire, la répartition des composés phénoliques est tres

caractéristique de ce qu’ils s’accumulent principalement dans deux sites au niveau de la
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paroi cellulaire ou sont présentes les lignines (quelquefois certains flavonoides et des
molécules associées aux lignines comme 1’acide férulique) et au niveau de la vacuole ou
sont stockés les phénols solubles (acide chlorogenique, anthocyanes, flavonols, tanins,
etc.). Certains flavonoides (quercétine, keempférol) pourraient également étre présents au
niveau du noyau et de la membrane plasmique mais toujours a trés faible concentration
(Peer et al., 2001).

Les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les plantes car la
glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles permettant
alors leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de I’épiderme et
du mésophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines (Lhuillier, 2007). On les
trouve en abondance dans les familles des Polygonacées, Apiacées, Rutacées, Astéracées,

Légumineuses (Milane, 2004).

Enfin, il faut noter qu’une bonne connaissance de la répartition des composés
phénoliques dans les différents tissus et organes végétaux est souvent essentielle pour
orienter I'utilisation que I’homme souhaite en faire. Les polyphénols sont indispensables

pour les plantes et assurent plusieurs fonctions, notamment :

Les flavonoides sont responsables de la couleur des fleurs, des fruits et des graines
et jouent un roéle important dans I’attraction des pollinisateurs et des disperseurs des
graines (insectes, oiseaux...) participant ainsi a la fertilité¢ de la plante et la germination du

pollen (Winkel-Shirley, 2001).

Des composés phénoliques sont impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures mécaniques. Des phénols simples sont synthétisés et ’activité peroxydasique
caractéristique des tissus en voie de lignification est stimulée. Ces réactions aboutissent a
la formation au niveau de la blessure d’un tissu cicatriciel résistant aux infections
(Bahorun, 1997). Les ployphénols jouent aussi un réle primordial dans la protection de la
plante en agissant comme antibactériens, antifongiques, antiviraux et insecticides, ainsi

leurs concentrations augmentent aprés infection (Harborne et Williams, 2000).

Les flavonoides protegent la plante contre le stress oxydatif par modulation des
niveaux des ERO et participent a la croissance et au développement de la plante en

influencgant le transport de la phytohormone 1’auxine (Buer et al., 2010).

Les flavonoides sont des agents allélopatiques en réduisant la compétition des autres

espéces des plantes par inhibition de leur germination (Buer et al., 2010).
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I-1- Définition et genéralités sur la phytoremédiation

La phytoremédiation utilise des plantes et des microorganismes associés pour
décontaminer I’environnement et/ou minimiser les risques dans les relations sources —
exposition - récepteurs Pilon-Smits (2005), définis la phytoremédiation comme étant
I’utilisation des plantes chlorophylliennes et leurs des macrobiotes associes pour éliminer,
contenir ou rendre non toxiques les contaminateurs moins toxiques. Elle est basée sur les
fonctions des plantes et de leurs microorganismes qui permettent de dégrader ou séquestrer des
polluants organiques et inorganiques (Bert et al., 2000). Elle peut étre utilisée pour des
substrats solides, liquides et gazeux et mise en ceuvre pour des sols pollués, des eaux polluées
(grace aux plantes aquatiques) ou pour filtrer I’air a I’aide de plantes fixatrices (Pilon-Smits,

2005).
I-2- Mécanisme de la phytoremédiation

L’action des plantes sur les polluants intervient a différents niveaux. La
phytoremédiation utilise les plantes pour réduire, enlever, dégrader, ou immobiliser les
contaminants présents dans les sols, les boues, les sédiments, les eaux de surface, les eaux
souterraines ainsi que les eaux usées. Ces techniques sont applicables a une variété de
contaminants, incluant les hydrocarbures pétroliers, les solvants chlorés, les métaux, les
radionucléides, les nutriments, le pentachlorophénol et les HAP (Vishnoi et Srivastava, 2008).
Les plantes ont grandement été étudiées, et ce, dans le but de comprendre les mécanismes qui

régissent leur capacité a décontaminer les milieux pollués et le réle qu'elles y jouent.
I-3- Techniques de phytoremédiation
I-3-1- Rhizofiltration

La rhizofiltration appelée également la phytoépuration (ou la phytofiltration), utilise des
racines des plantes pour dégrader et/ou éliminer les polluants des effluents (eaux de surface,
gaux souterraines extraites, eaux usées, boues liquides). Les systemes racinaires favorisent la
dégradation et la minéralisation de composés organiques, absorbent, précipitent et concentrent
les métaux (Raskin et al., 1994). Certaines plantes aquatiques peuvent absorber les metaux
contenus dans 1’eau, c’est le cas notamment de Oenanthe sp., Juncus sp., Typha sp., Callitriche
sp.1, et Callitriche sp.2 (Ladislas et al., 2011) et la jacinthe d’eau Eichhorniacrasssipes
(Kabeer et al., 2014). Cependant, ces plantes ont un potentiel de rhizofiltration limité car leur
systéme racinaire n’est pas assez développé. La forte teneur en eau de ces plantes aquatiques

est un inconvénient pour leur séchage, compostage ou encore leur incinération (Zhu et al.,
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1999). Les plantes terrestres sont alors favorisées pour ce type de phytoremédiation
puisqu'elles sont capables d'absorber une grande quantité de contaminants dans leurs racines
(Eapen et al,. 2007). D'ailleurs, des études ont démontré que le tournesol (Helianthus annuus
L.), en raison de ses racines, pouvait réduire la concentration de plusieurs contaminants. En
effet, un étang prés du desastre nucléaire survenu le 26 avril 1986 a Tchernobyl en Ukraine a
été le lieu d'une décontamination par rhizofiltration. En deux semaines, une réduction de 90%
du Strontium-90 fut observée, et le mérite est octroyé a Helianthus (Susan et al ., 2001).
Malheureusement, plusieurs désavantages techniques sont associés a cette phytotechnologie
dont le besoin d'ajuster constamment le pH afin d'obtenir une absorption optimale des métaux
présents dans le milieu et celui de devoir d'abord faire croitre les plantes en serre (Henry,
2000). Enfin, la rhizofiltration peut engendrer des codts qui sont estimés entre deux et six
dollars par 1000 gallons d'eaux traitées (EPA, 2000).

I-3-2- Phytostabilisation

La phytostabilisation est une technique de décontamination qui consiste a l'utilisation de
plantes afin de contenir ou d'immobiliser les polluants. De ce fait, la mobilité des polluants est
réduite ce qui prévient la migration du panache de contamination vers les eaux souterraines ou
dans I'atmosphere (Ademe, 2010). Cette technique est principalement utilisée afin de traiter les
sols, les sédiments et les boues (EPA, 2000). Sans oublier qu'elle est trés efficace dans les cas
ou I'on desire agir rapidement afin d'immobiliser les contaminants dans le but de préserver la
nappe phréatique (ITRC, 1997).

Les mécanismes biologiques impliqués durant la phytostabilisation sont I'absorption et
I'accumulation des contaminants par les racines, I'adsorption sur les racines ou la précipitation
dans la rhizosphere. La quantité d'eau qui s'infiltre dans le sol peut entrainer la formation de
lixiviat contaminé. Ainsi, la présence des plantes réduit la quantité d'eau qui s'infiltre dans le
sol et du méme coup prévient I'érosion et le transfert de métaux toxiques vers d'autres
compartiments comme la nappe phréatique et I'atmosphére (Ghosh et Singh, 2005). D'ailleurs,
pour les métaux, qui ne peuvent évidemment pas étre dégradés, la phytostabilisation est une
avenue intéressante puisqu'elle prévient leur distribution dans I'eau de surface ou souterraine

(Gouvernement du Canada, 2008).

Le choix des plantes est une étape qui ne doit pas étre negligée lorsque I'on opte pour une
technique de phytostabilisation. Ainsi, les plantes les mieux adaptées a la phytostabilisation

sont des plantes qui doivent presenter de faibles niveaux d'accumulation des métaux dans leurs
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parties aériennes (Evans, 1997).
I-3-3- Phytodégradation

La phytodégradation est la capacité des plantes a transformer des polluants organiques en
sous-produits peu ou pas toxiques pour la plante (Newman et Reynolds, 2004). Elle ne
s’applique donc pas aux métaux lourds. La dégradation peut se faire au niveau des racines ou
dans les parties aériennes sans intervention de microorganismes. La Phytodégradation est
couramment utilisée afin de dégrader les polluants organiques, comme les solvants chlorés, les
herbicides, les insecticides et les hydrocarbures (Vishnoi et Srivastava, 2008). Cette technique
de phytoremédiation, aussi appelée phytotransformation, consiste a la dégradation des polluants
organiques en des molécules moins toxiques et plus simples (ADIT, 2006). Ces mécanismes de
dégradation qui operent se font soit directement par le relachement d'enzymes produites par la
plante dans la rhizosphere ou sont le résultat de I'activité métabolique dans les tissus de la

plante (Greipsson, 2011).

Les enzymes impliquées dans la dégradation externe a la plante sont habituellement les
déhalogénases, les oxygénases et les réductases (Black, 1995). Une fois dégradés, les
contaminants vont étre absorbés par la plante, incorporés aux tissus et utilisés comme
nutriments afin de contribuer a la croissance de la plante (EPA, 1999). La Phytodégradation
peut étre utilisée autant pour la décontamination des sols que des eaux. Cependant, elle n'est
pas une technique que I'on peut utiliser afin de décontaminer les sols présentant des métaux
lourds puisque ceux-ci ne se dégradent pas (Tak et al., 2013). Il est important de ne pas
confondre Phytodégradation avec rhizodégradation puisque ce sont deux techniques
semblables, mais tout de méme distinctes (voir plus bas). En d'autres termes, tout ce qui
implique l'activité microbienne dans la rhizosphére ou la dégradation des contaminants par
d'autres microorganismes comme les champignons est considéré comme étant de la
rhizodégradation (Ahemadand Kibret, 2014).

I -3 -4 - Rhizodégradation

La rhizodégradation, aussi nhommée phytostimulation, consiste en la dégradation des
contaminants présents dans la rhizosphére par I'activité microbienne qui est favorisée par la
présence des plantes. Le mécanisme qu'est la rhizodégradation. Les plantes peuvent modifier
les propriétés physico-chimiques et biologiques de la rhizosphere par la sécrétion d'exsudats par
les racines et a la pénétration des racines dans le sol (McGrath, 1998). Ces composés (sucres,

acides aminés, acides gras, nucléotides, enzymes, etc.) qui varient selon les espéces vont avoir
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une influence positive sur les populations de microorganismes. Ainsi, lorsqu'un site est
vegetalisé, on pourrait retrouver une plus grande variété, une quantité plus élevée et une activité
plus importante des microorganismes, ce qui entraine une augmentation de la biodégradation
des contaminants dans le sol (Tak et al., 2013). Notamment, certains microorganismes
(levures, champignons ou bactéries) ont la capacité de dégrader des contaminants organiques
comme les solvants et les hydrocarbures afin de les utiliser comme source de nutrition et
d'énergie (UNEP, 2002).

Dans la rhizosphére, on peut retrouver des associations plantes/microorganismes. Ces
associations vont s'auto suffire, c'est-a-dire que les plantes vont fournir les nutriments
nécessaires aux microorganismes tandis que ceux-ci vont s'assurer que les plantes sont en
mesure de croitre dans un sol approprié (ITRC, 2009 ; Ahemade et Kibret, 2013).
Récemment, des recherches ont démontré que lorsque le peuplier vivait en symbiose avec la
bactérie Methylbacterium populum, il y avait minéralisation de certains explosifs, par exemple
le I, 3,5-trinitroperhydro-I, 3,5-triazine, mieux connu sous le nom de RDX (Van Aken, 2009).
De plus, le mdrier (Morus rubra) qui produit des composés phénoligques peut étre utilisé afin de
décontaminer les sols par rhizodégradation. Ces composés stimulent la dégradation des BPC et
des HAP par les bactéries (Oison et al., 2003).

De fagon générale, cette technique de phytoremédiation est préférablement utilisée sur
des sites qui présentent une contamination en surface ou peu profonde étant donné que la
dégradation des polluants s'effectue dans la rhizosphére qui s'étend a seulement 1 millimetre
(mm) des racines de la plante (McGrath, 1998 ; Tak et al., 2013 ; Ahemade et Kibret, 2013).

I-3-5- Phytovolatilisation

Elle se base sur I'utilisation de plantes qui absorbent des contaminants toxiques tels que
le mercure, le sélénium, I’arsenic et le cuivre (Hg, Se, As Pb, et Cu), afin de transformer
certains eléments volatils du sol sous forme gazeuse (ex : Diméthylsélénide) et de les éliminer
dans I’atmosphére par évapotranspiration via leurs feuilles (Souza et al., 2012). Pour les
éléments comme le sélénium ou le mercure qui deviennent volatils une fois méthylés, il est
possible de transformer une plante pour lui faire exprimer une méthylase, qui permettra la

dispersion de la pollution par volatilisation (Souza et al., 2012 ; McGrath, 1998).

1-3-6- Phytoextraction : Parmi les différentes méthodes de phytoremédiation, la plus
utilisée est la phytoextraction, appliquée particuliérement pour la dépollution des métaux lourds

et s’adresse aux sols moyennement a faiblement contaminés (Salt et al., 1998).
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Cette technique est basée sur la capacité de certaines plantes a capter, transporter et
accumuler les métaux dans les tiges et les feuilles, grace aux mécanismes de compartimentation
et de chélation. Certaines espéces sont méme capables de mobiliser les métaux afin de faciliter
leur accumulation (Raskin et al., 1997). Apres récolte par des méthodes traditionnelles
agricoles, les tissus végétaux ayant concentré les métaux lourds seront traités par séchage,

incinération ou compost (Ademe, 2010).

Cette technique représente une alternative ou un complément aux traitements physico-
chimiques des sols contaminés par les métaux lourds. Le procédé est répété jusqu’a ce que
I’abaissement du niveau de pollution du sol soit significatif (Salt et al., 1998 ; Cooper et al.,
1999 ; Ademe, 2010).

Pour le traitement de la biomasse produite, les auteurs évoquent souvent I’incinération et
la valorisation énergétique. Les cendres seraient stockées en centre d’enfouissement technique

ou recyclées en métallurgie (Ademe, 2010).

4- Harvest
of shoots

Biomass can be:

- reduced (compaction,
composting, thermal
treatments) for disposal;
- used to metals recovery
(phytomining).

Figure 4. Représentation schematique de phytoextraction des métaux a partir du sol
(Favas et al., 2014).

I-3-6-1- Phytoextraction induite

La phytoextraction induite (Figure 5) se fait en présence de chélateurs et de plantes a
forte biomasse et a croissance rapide. Lorsque la plante a atteint un certain niveau de
croissance, les chélateurs de métaux sont appliqués au sol. Ceux-ci permettent d’induire
I’accumulation de métaux lourds dans la plante par augmentation de la biodisponibilité de

I’¢lément ciblé. Plusieurs résultats ont ét€ obtenus en fonction des especes et la pollution ciblée.

32



CHAPITRE Il DIFFERENTS PROCEDES DE PHYTOREMEDIATION

En effet, les travaux de Luo et al. (2006), sur la phytoextraction de Cu, Pb, Zn et Cd par Zea
mays L. assisté par des chélateurs montrent une augmentation des concentrations de Cu, Pb,
Zn et Cd dans les parties aériennes. Jarvis et Leung (2002), ont montré que la plante
Pinusradiata n’est capable d’accumuler naturellement que 60 a 80 mgkg™® de plomb,
I’application d’un chélateur synthétique, comme I’EDTA ou I’H-EDTA multiplie par 5 ou 6

son pouvoir d’absorption du plomb.

En fait, lors de 1’ajout du chélateur dans le site contaminé par Cu, Zn, Mn et Pb, ceux-Ci
sont absorbés et migrent vers la partie aérienne de Brassicanapus ou ils s’accumulent sous la
forme du complexe métal-EDTA (Zaier et al.,, 2010). Ce phénoméne a pu étre décrit
Ipomoneaaquatica (water spinach); [’ajout d’EDTA permet une augmentation de

I’accumulation de chrome (Cr IIT) dans la partie racinaire (Chen et al., 2010).
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Figure 5. Schéma représentant une phytoextraction induite par des chélateurs. La ligne
continue représente la teneur en métal de la partie aérienne ; la ligne discontinue représente la

production de biomasse de la partie aérienne (Salt et al., 1998).
I-3-6-2- Phytoextraction continue

Pour pratiquer la phytoextraction continue (Figure 6), les plantes utilisées doivent se
caractériser par leurs capacités génétiques et physiologiques des plantes spécialisées dans
I’absorption, la translocation et la tolérance (transfert du polluant des racines vers les feuilles)
des quantités importantes de polluants (métaux lourds) dans leurs organes, ainsi que leurs
capacités a résister a de fortes teneurs en métaux (Anderson, 2000). Ces teneurs trés
supérieures aux niveaux habituellement rencontrés ont donné leur nom aux plantes
hyperaccumulatrices, et la notion d'hyperaccumulation. Brooks et al (1998) ont utilisé le terme
«hyper accumulateur = hyperaccumulatrices» la premiere fois pour décrire des plantes avec

une teneur en nickel supeérieure a 0,1% de leur matiere seche, ce qui correspond a une valeur
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nettement plus élevée que celle rencontrée chez les plantes non accumulatrices (Bakeur et al.,
2000).

- — .

Phase de croissance

Récolte

Figure 6. Schéma représentant une phytoextraction continue : La ligne continue représente la
teneur en métal de la partie aérienne ; la ligne discontinue représente la production de biomasse
de la partie aérienne (Salt et al., 1998).

Selon Morel et al. (1997), Plus de 500 especes de plantes reconnues comme étant des
hyper accumulateurs de métaux lourds, la majeure partie d’entre elles (300 especes)

accumulant, Cadmium, Cobalt, Cuivre, Plomb, Nickel, Manganése et zinc (Tableau. 5).

Tableau 5. Nombre de taxons (Morel et al., 1997).

Nombre de plantes hyperaccumulatrices

Métal Concentration dans les feuilles (% | Nombre de taxons Nombre de familles
de matiére seche)

Cadmium > (0,001 1 1
Cobalt >0,1 26 12
Cuivre >0,1 24 11
Plomb >0,1 5 3
Nickel >0,1 Plus de 300 35
Manganése >1 8 5
Zinc >1 18 5

Les plantes hyperaccumulatrices devraient avoir une valeur seuil d‘accumulation de
métaux dans leur partie aérienne a 1% pour Zn, Mn, 0,1% pour Pb, Cu et Al, 0,01% pour Cd et
Se et 0,001% pour Hg de leur matiere seche (Baker et Brooks, 1989).
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Lombi et al. (2001) ont mis en évidence l‘accumulation de 8,3 mgkg™ de Cd et 200
mg.kg™ de Zn par Thlaspi caerulescens, cette plante extrémophile s‘étant développée sur un sol
contenant 19 mg.kg™ de Cd et 2920 mg.kg™ de Zn. Cependant, ces plantes qui tolérent des
concentrations 5 a 100 fois plus élevées que les autres métallophytes (Cu, Zn, Pb et Cd) ont une
croissance lente et possedent une faible biomasse. Par conséquent, un temps assez long est

nécessaire pour décontaminer un site.

De plus, 1‘accumulation d‘un métal peut étre modifiée quand on est en présence d‘un sol
contenant une contamination polymétallique. Actuellement, environ 400 espéces
hyperaccumulatrices ont été répertoriées, on peut citer par exemple le tournesol, le colza,
I‘orge, le pissenlit (Baker et al., 1999). Selon Sterckeman et al. (2004); Mulligan et al.
(2001) ; Tremel-Schaub et Feix (2005) , les plantes a utiliser doivent étre choisies en fonction
de la nature du polluant afin que la plante soit capable de le stocker et surtout accumuler une

quantité importante de polluants. Les critéres de sélection des plantes se résument comme suit :
a- Capacité de la plante a accumuler les polluants ;
b-Vitesse de croissance rapide ;
c- Importance de la biomasse ;
d- Résistance a une humidité permanente.
I-3- Avantages et limites de la technique de phytoextraction
I-3-1-Avantages

La technique de phytoextraction présente de nombreux intéréts, d’ordre environnemental
et économique. En effet, ’activité biologique et la structure des sols sont maintenues apres le
traitement. En plus, le colt de la technique est bien moindre que celui de procédeés traditionnels
in situ et ex situ et varie selon les contaminants. Le cott d’un traitement in situ en présence de
contaminants organiques et inorganiques est de ’ordre de 10$ a 40$ par tonne de sols
(Mulligan et al., 2001). D’autre part, les plantes permettent de conserver un paysage agréable
(reverdissement et floraison), et aussi d’installer une communauté de microflore et de
microfaune métallo-résistantes pouvant agir en synergie avec ces plantes afin d’accélérer le
processus de décontamination. Les plantes peuvent étre facilement surveillées et récoltées a des
fins de traitement et la biomasse végétale réutilisée (Kumar et al., 1995 ; Raskin et al., 1997 ;
Blaylock et Huang, 2000 ; Garbisu et Alkorta, 2001). D’autre part, les métaux lourds

peuvent aussi étre récuperés et réutilisés. Enfin, cette technique biologique est facilement
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acceptée par le public dans le contexte de la préservation de I’environnement, du

développement durable, et dans 1’aspect esthétiquement plaisant de son application.
I-3-1-Limites

Cependant comme d’autres techniques de dépollution, la phytoextraction comporte des
désavantages. Cette idée a été initialement introduite par Baker et al. (1989).
Malheureusement, la majorité des plantes hyperaccumulatrices présentent une faible production
de biomasse et une vitesse de croissance lente demandant un investissement en temps assez
important, et/ou en argent avec 1’adjonction de chélateurs ou autres substances « starter ». La
concentration et le type de métaux lourds influencent la phytotoxicité, et dans certains cas, la
croissance des plantes peut étre réduite (Shah et Nongkynrih ,2007 ; Salt et al., 1998 ; Singh
et al., 2003).

La plupart des études ont pour objectif de découvrir des plantes hyperaccumulatrices
ayant une forte production de biomasse. La transformation par génie génétique des plantes
sensibles a forte production de biomasse en plantes hyperaccumulatrices pourrait également
étre envisagée. Pour cela, il est nécessaire de comprendre les mécanismes biochimiques et
moléculaires intervenant dans la réponse de la plante survenant lors d’un stress aux métaux
lourds. (Kéarenlampi et al., 2000). Le tableau 6 représente les plantes hyperaccumulatrices

connues et leurs capacités de dépollution des métaux lourds.
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Tableau 6. Exemple de plantes hyperaccumulatrices et leur potentiel d’accumulation

(Kéarenlampi et al., 2000).

Concentration
Espéce de plante Metal | de métall (mg.kg’ Référence
)
Thlaspi caerulescens Zn 1800 Reeves et Brooks (1983)
Thlaspi caerulescens Cd 39600 Barker et Walker (1990)
Thlaspi rotundifolium Pb 8200 Reeves et Brooks (1983)
Zea mays Pb 4900 Huang et Cunningham
(1996)
Ambrosia artemissifolia Pb 24000 Huang et Cunningham
(1996)
Ipomea alpina Cu 12300 Barker et Walker (1990)
Serbetia acuminate Ni 25% (WS) Jaffre etal., (1976)
Berkheya coddii Ni 5500 Robinson et al., (1997)
Arabidopsis halleri Zn 3000 Zhao et al. (2000)
5500 Robinson (2007)

Enfin, la phytoextraction induite avec ajout des chélateurs permet d’augmenter la
mobilité et la biodisponibilité des métaux lourds, et la capacité d’extraction et de transport du
métal dans les plantes (Huang et al., 1997 ; Blaylock et al., 1997). Cependant, les chélateurs
présentent des risques pour I’environnement et il manque des données concernant la persistance

des chélateurs de métaux lourds dans les sols contaminés (Lombi et al., 2001).

Pour I’amélioration des rendements de phytoextraction, la plupart des études sur ce théme

concernent la sélection de plantes hyperaccumulatrices et la rhizosphére (Wenzel, 2009).
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I-1- Description du genre Atriplex

Le genre Atriplex est le plus grand et le plus diversifié de la famille des
Chénopodiaceae et compte environ 400 especes réparties dans les régions tempérées,
subtropicales et dans les différentes régions arides et semi-arides du monde. Il est
particuliérement répandu en Australie ou on peut déterminé une grande diversité d’espéces
et de sous -espéces. Le genre Atriplex inclut 48 especes et sous-espéces dans le bassin

méditerranéen (Maalem, 2002).

On trouve également des exemplaires de ce genre dans les régions polaires, bien
qu’en nombre trés réduit. Généralement, il est associé aux sols salins ou alcalins et aux

milieux arides, désertiques ou semi-désertiques (Rosas, 1989).

Ce genre comprend surtout des plantes herbacées vivaces et, plus rarement, des
arbres et des arbustes. Les Atriplex sont des plantes halophytes dotées d’une série de
caracteres écologiques et physiologiques permettant la croissance et la reproduction dans
un environnement salin (Maalem, 2002), elles sont donc en mesure de vivre sur des sols
au taux élevé de sels inorganiques. Souvent, il s’agit de composants dominants des
marécages salés et, vu que les sols salins sont typiques des milieux arides, de nombreuses
especes présentent également des adaptations xérophytiques (Mulas et Mulas, 2004). La
fleur, dont la morphologie est souvent utile pour 1’identification, est enveloppée de deux
bractéoles, d’une consistance généralement foliacée, qui permettent de distinguer les
especes en fonction de leur forme et si elles se présentent ou non soudées les unes aux
autres. Les especes du genre Atriplex sont caractérisées par le haut degré de tolérance a
I’aridité et a la salinité et par leur capacité de procurer des fourrages riches en protéines et
en caroténe. Par ailleurs, elles ont la propriété de produire une abondante biomasse foliaire
et de la maintenir active durant les périodes défavorables de I’année (Rosas, 1989; Mulas,

et Mulas, 2004).

Le genre Atriplex appartient au groupe des plantes en mesure de fixer le CO, par
biosynthése C4. De nombreuses recherches ont démontré que ce type de plantes est
caractérisé par une grande productivité, une résistance au déficit hydrique, une capacité
particuliere d’utiliser I’énergie lumineuse et un métabolisme qui exige du sodium comme
élément essentiel. Pratiqguement toutes les espéces appartenant au genre Atriplex sont

dioiques; il existe cependant des arbustes monoiques (Mulas et Mulas , 2004)
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Tableau 7. Nombre approximatif des espéces d’Atriplex dans diverses régions et pays
arides et semi-arides du monde (Le houerou, 1992)

Pays ou régions Nombre d’espéces | Pays ou régions Nombre d’espéces
et/ou sous-especes et/ou sous especes
Etats-Unis 110 Baja Californie 25
(Mexique)
Australie 78
Afrique du nord 18
Bassin méditer. 50
Texas 20
Europe 40 Afrique du sud 20
URSS 40 Iran 20
Proche-Orient 36 Syrie 18
Mexique 35 Palestine / Jordanie | 17
Argentine 35 Algérie / Tunisie 17
Californie 32 Bolivie / Pérou 16
Chili 30

I-2- Atriplex en Algérie

En Afrique du nord, le genre Atriplex comprend 18 especes, 15 espéces spontanées et
03 espéces naturalisees, dont 7 vivaces, 1 bisannuelle et 10 annuelles (Le houerou et
Pantanier, 1988).

En Algérie les Atriplex sont réparties dans les régions : Batna, Biskra, Boussaada,
Djelfa, Saida, Tébessa, Tiaret (Pouget, 1980) et Bechar, Hoggar (Khiali, 1991), par
Atriplex halimus L, Atriplex Portulocoides, qui sont utilisées comme fourrage par les

troupeaux surtout les ovins et les dromadaires.
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D’autres espéces ont été introduites durant les années 80, ce sont les Atriplex
canescens et Atriplex nummularia pour leur double intérét : lutte contre 1’érosion et la
désertification, et I’adaptation particuliére due essentiellement a ses caracteres intéressants

pour la réadaptation des sols (canescens) avec les ressources fourrageres (H.C.D.S, 1996).
I-3- Atriplex Canescens
I-3- 1- Origine

L’aire d’origine d’Atriplex Canescens s’étend du Mexique central au Canada
(Ameérique du nord).Elle est introduite en Afrique du nord a partir des Etats-Unis (Nouveau
Mexique, Arizona), et a partir de la Tunisie vers 1’ Algérie pour étre utilisée dans les projets

de fixation des dunes (Gougue, 2005).
I-3- 2 -Description morphologique

L’Atriplex Canescens est un arbuste buissonneux de 1 a 3m de hauteur, formant une
touffe pouvant atteindre 3m de diamétre avec proportion importante de biomasse lignifiée.
Les rameaux a la base de couleur blanche, sont nombreux et longs, souvent arqués et
peuvent étre redressés ou couchés au sommet. Les feuilles de couleur verte grisatre,
entieres, alternes, et courtement pétiolées de 3 a 5m de long et de 0.3 a 0.5 cm de large. Les
inflorescences sont dioiques, pour les inflorescences males sont en épis simples ou
panicules localisées au sommet, et pour les inflorescences femelles sont axillaires ou en
épis sub terminaux. Les valves fructifiées sont pédonculées, plus ou moins dentées de 0.8 a
1.5 de large. Les graines vétues de 4 ailes & bords denticulés ont des dimensions de 10 a
20mm (Franclet et Lehouerou, 1971; Benrbiha, 1987)

I-3- 3-Position systéematique (FAO, 1971).
Selon (FAO, 1971), la systématique d’Atriplex canescens est représentée comme suit :

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous-embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédones

- Sous-classe : Apétales

- Ordre : Centrospermales

- Famille : Chénopodiaceae

- Genre : Atriplex

- Espeéce : Atriplex canescens (Pursh) Nutt
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Dans sa terminologie originelle (Etats-Unis), il est connu sous le nom de «Forwing

salt bush», dans le sens de buisson salé. Son nom arabe est aussi le Gttaf.
I-3- 4- Exigences écologiques
I-3- 4- 1-Exigences climatiques

Elles se trouvent dans les étages bioclimatiques semi-arides et arides supérieur et
moyen, & hiver chaud et froid (Franclet et Lehouerou, 1971) entre des isohyétes de 150 a
200mm dans son aire d’origine d’optimum et de température qui peut aller de - 2°C jusqu'a
+35°C (Hamidi, 2000). Elle peut résister également a la sécheresse, et tout cela explique la
grandeur de P’aire de répartition de cette espéce dans le monde (Franclet et Lehouerou,
1971).

I-3- 4- 2-Exigences édaphiques

L’Atriplex canescens est trés hétérogene, peut étre cultivée sur des sols divers, et non
fertiles dans des climats différents (Lehouerou, 1985), et se développe sur des sols dont la
conductivité électrique de 1’extrait de la pate saturée peut dépasser 20mmhos/cm (Franclet

et Lehouerou, 1971).

I1-Intérét de I’Atriplex canescens
I1-1- Intéréts économiques et écologiques

11-1-1- Mise en valeur des sols pauvres

Les Atriplex sont les arbustes les mieux adaptés aux régions arides et aux sols
pauvres. D'autre part, la couverture de [’Atriplex accroit considérablement la
perméabilité des sols et l'augmentation de drainage dans les horizons superficiels.
(Hamidi, 2000)

11-1-2- Fixation des dunes

L'emploi des Atriplex s'est révélé extrémement efficace pour la fixation des dunes.
En Algérie des essais réalisés sur le cordon dunaire dans la région de Djelfa,
Boussaada avec plusieurs espéces d'Atriplex semblent donner un résultat satisfaisant
(Benrebiha, 1987).
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11-1-3- Mise en valeur des sols salés

Les Atriplex peuvent aussi "désaliniser" les sols. Elles sont donc des cultures
qui  peuvent étre utilisées dans les régions menacées par la salinite.(Benahmed et
al.,1996).

11-1-4- Intérét fourrager

L'Atriplex constitue en période de sécheresse, un fourrage apprécié des camélides et
particulierement des ovins et des caprins (Kinet et al., 1998). Ce sont des espéces riches en

matiéres azotées (1. 5a 3.7%) mais pauvres en énergie (El Shaer et Kanill, 1998).
I11-2- Utilisation des Atriplex en phytoremédiation

Plusieurs Atriplex sp. ont des caractéristiques excellentes qui contribuent beaucoup a
la réduction de 1’érosion éolienne et hydrique du sol par la structure de son systeme
racinaire (Grantz et al., 1998), et par leur port rampant et marcottant naturellement
(Dutuit, 1999).

Certains estiment qu’elle pourrait contribuer a la désalinisation des sols, dans les
régions arides (Dassarma et Arora, 2001). Il est possible d’extraire d’un hectare 1100 Kg
de NaCl en une année de culture (Franclet et Lehouerou, 1971). Dans les pays arides ou
existent de vastes superficies ou I’on trouve une eau souterraine saline peu profonde, on
peut planter des espéces tolérantes au sel pour pomper cette eau profonde grace a leur
systeme racinaire tres développé (Elmzouri et al., 2000). De méme, les especes d’Atriplex
annuelles sont connues pour contenir de fortes teneurs en fer, en manganese, en
aluminium et en molybdene (Voorhees et al., 1991), ainsi que le sélénium en grandes
quantités. Dans ce dernier cas, la plante pourrait étre capable d’en assurer la volatilisation
(Vickerman et al., 2002). Les arbustes des zones salines naturelles sont coupés et utilisés
pour la production importante de combustible par les habitants de ces lieux (Lailhacar et
al., 1996).Les arbustes qui atteignent environ 50 cm de haut et 6 metres de diamétre,
constituent un moyen possible d’éviter la poussiere et d’améliorer a la fois les conditions

d’existence et 1’esthétique des lieux (Dutuit et al., 1991).
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| - Matériel végétal

Les graines d’Atriplex canescens Pursh Nutt récoltées au cours de la période de
décembre 2014 dans la région d’El-Bayad dans le sud-ouest de 1’ Algérie sont décortiquées,
désinfectées a I’hypochlorite de sodium (2%) pendant quelques minutes, ensuite rincées a
I’eau distillée. Apres la germination dans des alvéoles, les plantules sont repiquées dans
des pots en plastique (de 16 cm de diamétre et de 13.8 cm de hauteur) remplis par 2280 g
de mélange de sable et de terreau (deux volumes / un volume). Un arrosage tous les trois
jours est effectué a la solution nutritive (Hogland, 1938) a 80% de la capacité de rétention

du substrat, douze traitements sont retenus avec 4 répétitions, soit 48 pots.

Il - Application du stress

Les plantes d’Atriplex canescens sont dosées avec deux compositions, saline et du
cuivre avec des concentrations différentes (Tableau .8) :

Tableau8.Les doses salines

Sels Dose
Témoin 0
NaCl %+ Cuivre (ppm) 0.5+2000 0.5+2500 0.5+3000
NaCl %+ Cuivre (ppm) 3+2000 3+2500 3+3000

Au 90¢me jour apres le repiquage, on a appliqué le stress salin aux plantes a 1’aide
des différentes solutions salines et métalliques durant un mois (Tableau 8). Les plantes
traitées sont arrosées deux fois par semaine avec différentes solutions jusqu'a la fin de
I’expérimentation. Les plantes témoins sont arrosées deux fois par semaine par la solution
nutritive (Hoagland, 1938) (Tableaul0). A la fin du stress, les plantes sont prélevées, les
feuilles et les racines séparées, et étuvées durant 48 heures a 80°C. Les échantillons secs

sont broyés et déposés dans des flacons en verre.
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Tableau 9. Dispositif experimental

Lot; Lot, Lot; Lot, Lots Lots Lot;
NaCl (%) 0 0,5 0,5 0,5 3 3 3
Cuivre (ppm) 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Tableau 10. Composition de la solution nutritive de (Hoagland ,1938)
Composants Nomenclature Poids en
g/l
Nitrate de potassium KNO; 191.90
Nitrate de calcium (NO3), Ca 4H,0 129.80
Nitrate d’ammonium NO3 NH4 210
Sulfate de magnésium SO4Mg 7H,0 61.5
Phosphate mono Potassique PO4H2K 54.40
Di-potassium hydrogénophosphate PO4K,H 3H,0 34.23
Chlorure de manganeése Cl;Mn 4H,0 1.80
Sulfate de cuivre Cu SO, 5H,0 0.176
Sulfate de zinc Zn SO4 7TH,0 0.219
Acide borique H3BO; 2.861
Molybdate d’ammonium MO7 O24 (NH,4) 7H,0 0.285
Complexe ferrique EDTA 0.050

ferrique(CyoH12FeN2NaOg)
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Figure 7. Le Schéma du dispositif expérimental
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a - Avant stress

Plantule agée Plantule dgée de Plantule dgée de Plantule dgée de
d’une semaine deux semaines quatre semaines huit semaines

b- Apres un mois de stress

@

Plantes témoins Plantes stressées de Plantes stressées de Plantes stressées de
0.5% de NaCl combiné avec  0.5% de NaCl combiné avec  0.5% de NaCl combiné avec
2000 ppm du cuivre 2500 ppm du cuivre 3000 ppm du cuivre

Plantes stressées au Plantes stressées au Plantes stressées au
3% de NaCl combiné avec  0.5% de NaCl combiné avec  0.5% de NaCl combiné avec
2000 ppm du cuivre 2500 ppm du cuivre 2000 ppm du cuivre

Figure 8. Développement des plantes avant et apres le stress
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11 -Parametres analysés
1-Parameétres biométriques

1-1- Longueur des tiges

La longueur des tiges est mesurée chaque semaine durant toute la période du stress,

les données représentent les moyennes obtenues des quatre répétitions par traitement.
1-2 - Surface foliaire

La surface foliaire (Sf) est estimée selon la méthode de (Paul et al ., 1979), qui
consiste a placer une feuille de papier calque, découper ses contours, puis peser la
partie du calque qui représente la feuille (Pf), enfin déterminer par des pesées le poids

correspondant a une surface (Sq) connue d’un carré de méme papier calque et

déduire la surface de la feuille (Sf) parla formule suivante : Sf (cmz): _(pr—qu)

1-3- Volume racinaire

Il est mesuré par immersion du systéme racinaire dans une éprouvette graduée (en
ml) remplie d’eau, selon le principe de la poussée d’Archimede, soit : Le volume d’un

corps immergé est égal au volume du liquide déplacé (dénivellation).
2- Parametres Hydriques

2-1 - Teneur en eau

La teneur en eau de toute la plante est la différence entre le poids frais et le poids sec
(desséchement a 80 °C pendant 48h). Cette différence est exprimée en pourcentage par

rapport a la matiére séche selon la formule suivante :
TE = ((PF-PS) / PF) x100
Avec : TE : teneur en eau des plants (en %)
PF : poids frais juste apres prélévement (en g)
PS: poids sec apres 48 heures de séchage a I’étuve (en g)
2-2- Teneur relative en eau (RWC)

La teneur relative en eau (RWC) est déterminée selon la méthode de (Barrs,
Weatherley (1962) , et Scippa (2004) par la formule suivante :
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RWC (%) =% x 100 par)

2-3- Perte d'eau par transpiration (RWL)

La perte d'eau par transpiration (RWL) est évaluée selon la méthode de Clarke, J.M

et Mclaig T.M.,(1989), par la formule suivante :

1
surface.temps

RWL, (mg d’eau perdue.cm™.min"1) = (Pi -pty).

3- Parametres biochimiques :

3-1- Dosage de la chlorophylle

Les teneurs en chlorophylle (a) et (b) sont déterminées selon la méthode de
Lichtenthaler (1987) . La densité optique est lue a I’aide de spectrophotométre, deux
mesures de densité optique sont effectuées a deux longueurs d’onde 662 et 664 nm.

Les teneurs de la chlorophylle a, de la chlorophylle b et les chlorophylles totales sont

calculées par les formules suivantes :
Chla=9,784 x Do (662) - 0,99 x Do (664)
Chl b =21,42 x Do (664) - 4,65 x Do (662)

Chlorophylle totale = Chl a + Chl b.

Figure 9. Dosage de chlorophylle .
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3-2- Dosage des Protéines

La méthode retenue pour le dosage des protéines totales est celle de Bradford (1976)
qui utilise le BSA (Sérum d'Albumine de Bovin) comme standard. La quantité des
protéines a été déterminée par la formule :

Y=0.0123X+0.0118 Y :densité optique X : quantité de protéine en (mg/l)

i T
IME SIg S

Figurel0. Dosage des protéines

3-3- Dosage des sucres solubles

La teneur en sucres solubles est déterminée par la méthode de Dubois et al. (1965)

par la mesure de I’absorbance a 490 nm.

Figure 11. Dosage de sucre soluble
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3-4 - Dosage de la proline

La proline est dosée selon la technique utilisée par (Troll et Lindesly , 1955),
simplifiée et mise au point par (Dreier et Goring ,1974). Le principe est la quantification de

la réaction proline-ninhydrine par mesure spectrophotométrique

Figure 12. Dosage de la proline

4 - Dosages des antioxydants

4-1 - Dosage des polyphenols

Le dosage des polyphenols totaux est effectué avec le réactif colorimétrique Folin-

Cio calteu selon la méthode citée par (Wong et al., 2006).

Figure 13. Dosage de polyphenols
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4-2 — Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) citée par (Djeridane et al., 2006) est

utilisée pour quantifier les flavonoides dans les extraits des feuilles.

PSS s g m—

T
A e MR

l-.“:'.;u
e "’Pr.-.‘ P

e T

Figure 14. Dosage des flavonoides

5 —a- Dosage des minéraux (Na" et K")

La méthode utilisée est décrite par le C.1.R.A.D (2004). Elle permet de mettre en
solution les éléments minéraux contenus dans un matériel végétal, (les cations Na*, K",

sont dosés par spectrophotométrie de flamme)
5-b- dosage du cuivre

Le dosage de Cuivre dans les différents extraits des feuilles des plantes ont été

optimisés suivant la méthode citée par Hoenig et Kersabiec (1989)
V - Analyse statistique

Les résultats obtenus sont traités statistiquement a 1’aide du logiciel Stat box. Version

6.4, d’une analyse de la variance faisant appel au test de Newman-Keuls P = 5%.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Effet combiné de la salinité et du cuivre sur :

I-1- Parameétres biométriques

I-1-1- Longueur des tiges

Les résultats moyens, illustrés sur la figure 15, révélent que la contrainte saline

combinée avec le cuivre, dans sa globalité, n’a pas induit de grande différence au niveau de

Cce paramétre.

Longueur des tiges (cm)

80 -
70 -
60 -

50 -
40 -
30 ~
20 -

0

0,5+2000|0,5+2500

Témoin

3+2000

0,5+3000

3+2500 | 3+3000

NaCl % +Cuivre(ppm) ‘

Figure 15. Longueur des tiges des plantes d Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le

cuivre.

Les plus faibles valeurs de la longueur des tiges des plantes stressées sont obtenues
au niveau de 0.5 % de NaCl combiné avec 2000 et 2500 ppm de cuivre et de 3% de NaCl

combiné avec 2500 ppm de cuivre (55.12, 55.01 et 50.25 cm) respectivement.

Tableau 11. Longueur des tiges des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le

cuivre.
Temoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
La longueur
des tiges 60.33+7.48 | 55.12¢6.11 NS | 55.1+6.31 NS | 58.87x7.57 NS | 5541+6.39 NS | 50.25+6 S | 57.04+4.32 NS
(cm)
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L’analyse statistique a 1’aide du test de Fisher a p=5%, montre que I’effet est non

significatif chez les plantes traitées par le sel combiné avec le cuivre, sauf au niveau de

traitement de 3 % de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre , ou I’effet est significatif.

I-1-2- Volume racinaire

D’apres les résultats obtenus (figure 16), on n’observe pas de grande différence chez

les plantes sous traitement de 0.5% de NaCl combiné avec 2000 ppm de cuivre par rapport

aux plantes témoins. Pour les autres traitements, le volume racinaire augmente avec

I’augmentation des doses.

Volume Racinare (mm 3 )

120 ~
100 -
80 -
60 -

40 - T

20 ~

0

Témoin

0,5+2000

0,5+2500

NaCl % +Cuivre(ppm)

0,5+3000

3+2000

3+2500

3+3000

Figure 16. Volume racinaire des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

Le volume racinaire le plus élevé est obtenu a la dose de 3% de NaCl combiné avec

3000 ppm de cuivre (87 cm®).

Tableaul2. Volume racinaire des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 | 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Le volume
racinaire 3545 40+10NS | 48+9.85 NS | 51+10.54 S 55.67+8.08 S | 66.33x14.01 HS | 87+16.09 HS
(mm3)

L’analyse statistique (Tableau 12) montre un effet non significatif sur le volume

racinaire chez les plantes traitées par 0.5% de NaCl combiné avec 2000 et 2500 ppm de

cuivre. Pour les doses 0.5% NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre et 3% NaCl combiné
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avec 2000 ppm de cuivre, les résultats sont significatifs. Pour le traitement de 3% NaCl

combiné avec 2500 ppm et de 3000 ppm de cuivre, I’effet est hautement significatif.

I-1-3 - Surface foliaire

La surface foliaire (cm?)

3,5 -

2,5 -

1,5 -

0,5 -

0 0,5+2000|0,5+2500

Témoin

0,5+3000

3+2000 | 3+2500 | 3+3000

NaCl % +Cuivre(ppm) ‘

Figure 17. Surface foliaire des plantes d Atriplex canescens stressees au NaCl combiné avec le cuivre.

Les plantes stressées au 0.5% de NaCl combiné avec le cuivre ne montrent pas une

grande différence sur la surface foliaire par apport aux plantes témoins apreés la durée du

stress,

les valeurs moyennes de la surface foliaire obtenues chez les plantes témoins
(figure 17) sont de 2.55 cm? et de 2.31, 2.18 et 1.95 cm? respectivement.

Pour les plantes stressées au 3% de NaCl combiné avec le cuivre, les résultats

indiquent une perturbation des résultats par rapport aux plantes stressées a 0.5% de NaCl

combiné avec le cuivre. En effet, cette surface varie a la baisse de 2.56 & 2.09 cm?.

Tableau 13. Surface foliaire des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

T 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
émoin
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
La surface
foliaire (cm?) | 2554079 | 2314015 NS | 2.18:0.43NS | 1.95+021NS | 256046 NS | 2.23+0.38 NS 2.09+0.46 NS
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L’étude statistique (Tableau 13) indique que la différence entre la surface foliaire

des plantes sous traitement ne présente pas des effets significatifs par rapport au témoin
apres la durée du stress.

I1-Parametres hydriques

11-1 -La teneur en eau

85 -

80 -

75 A

70 -

Teneur en eau (%)

65 -

60

Témoin

0 0,5+2000

0,5+2500

0,5+3000

3+2000

NaCl % +Cuivre(ppm)

3+2500

3+3000

Figure 18. Teneur en eau des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

D’aprés les résultats de la figure 18, la teneur en eau ne présente pas de différence
bien marquée chez les trois doses de 0.5% de NaCl combiné (2000 ,2500 et 3000 ppm du

cuivre) par rapport aux témoins. Pour le traitement de 3% NaCl avec le cuivre, on observe

une légére augmentation de la teneur en eau, la teneur la plus élevée est marquée chez les
plantes stressées au 3% NaCl combiné avec 2500 ppm de cuivre.

Tableau 14. Teneur en eau des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Le teneur en
eau (%) 69.91+1.01 | 72.54+5.53NS | 72.12+4.96 NS | 73.98+2.04 NS | 77.53+4.63 NS | 79.82+3.03 NS | 77.28+1.56 NS

L’analyse statistique de la variance ( Tableau 14) du paramétre teneur en eau sous le stress

des deux sels de NaCl combiné avec le cuivre a montré qu’il n’y a pas une différence

significative.
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I11-2- Teneur relative en eau (RWC)

Selon les résultats mentionnés dans la figure 10, il résulte que la présence de NaCl

combiné avec le cuivre dans le milieu de culture des plants a induit une diminution

légere de la teneur relative en eau dans les traitements 0.5 et 3% de NaCl combiné avec

2000 et 2500 ppm de cuivre. Cependant, chez les plants stressées au 0.5% de NaCl

combiné avec 2000 et 2500 ppm, cette teneur a varié de 81.73 a 77.88 % respectivement

Teneur relative en eau (RWC %)

100 -+
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

1

0
0

0,5+2000(0,5+2500

Témoin

3+2000

0,5+3000

3+2500 | 3+3000

NaCl % +Cuivre(ppm) ‘

Figure 19. Teneur relative en eau (RWC%) des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl

combiné avec le cuivre.

Alors qu’en présence de 3 % de NaCl combiné avec les mémes doses de cuivre, ces
valeurs ont baissé en enregistrant 73.90 et 71.4% respectivement. Le RWC le plus faible
est enregistré chez les plantes stressées au 0.5 et 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm
(avec des valeurs de 66.36 et 66.01%)

Tableau 15. Teneur relative en eau (RWC%) des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl

combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Le teneur
relative en

86.3+3.89 | 81.93+3.16NS | 77.88+1.05Ns | 0036267 | 73945 10NS | 71443255 | 66.01+1.95
eau (RWC
%)
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11 -3-Perte d’eau par transpiration (RWL)

A -Sous 0.5 % de NaCl combiné avec 2000,2500 et3000 ppm de cuivre

Apres 30 min, la quantité d’eau perdue aprés 30 par les plantes témoins ont été de
(52.10* mg d’eau .cm®.mn™). Par contre, chez les plantes traitées au 0,5% de NaCl combiné
avec le cuivre (2000, 2500 et 3000 ppm), le RWL a enregistré (48.10*, 43.10* et 38.10™

mg d’eau cmZ.mn™) respectivement.

Aprés 60 min, on remarque une diminution par rapport aux résultats précédents. Ces
valeurs sont (34.10%, 30.10™ et 27.10"* mg d’eau cm™-mn™) respectivement sous Ieffet de
cuivre 2000, 2500 et 3000 ppm combiné avec 0.5% de NaCl consécutivement et

comparativement au témoin (38.10 mg d’cau.cm™.mn™).

ORWL(%)30' [CIRWL(%)60'  DORWL(%) 120"

0,006

0,005

1
-

0,004

1
-
H

0,003 |
0,002 * I I

0,001

RWL(mg .cm-2.mn-)

0 ‘ 0.5+2000 ‘ 0.5+2500 ‘ 0.5+3000

Témoin ‘ NaCl %+Cuivre (ppm)

Traitement

Figure 20. Perte d’eau par transpiration (RWL) aprés 30,60 et 120 mn chez [’Atriplex canescens
stressé au 0.5% de NaCl combiné avec 2000, 2500 et 3000 ppm de cuivre.

Aprés 120 min, le RWL a été atténué par rapport a celui enregistré précedemment
(aprés 30 min et 60 min), nous avons aussi relevé (22.10*, 19.10* et 17.10* mg d’eau cm’

! mn!) respectivement par rapport aux plantes non stressées (25.10 mg d’eau cm™.mn™)
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Tableau 16. Perte d’eau par transpiration (RWL) apres 30,60 et 120 mn chez [’Atriplex canescens
stressé par 0.5 % de NaCl combiné avec 2000 ,2500 et 3000ppm de cuivre.

RWngd’eau.cmz.mnl
Concentration
30 min 60 min 120 min

Témoin 0 0.0052+0.00025 0.0038+0.00022 0.0025+0.0009

0.5 +2000 0.0037+0.00016 S 0.0018+0.0003 HS | 0.0016+0.00015 NS
NaCl % + 0.5+ 2500 0.0029+0.0001 S 0.0019+0.0008 HS 0.0015+0.0007 S
Cuivre (ppm)

0.5+ 3000 0.0044+0.00015NS 0.0026+0.0001 S 0.0025+0.0008 NS

Les résultats du( Tableau 16) indiquent que 1’effet combiné du stress 0.5% de NaCl
combiné avec 2000 et 2500 ppm de cuivre a donné des résultats significatifs apres 30" sur
la perte d’eau par transpiration (RWL) et hautement significatifs aprés 60, exception faite
au niveau des feuilles des plantes stresseées par 0.5 de NaCl combiné avec 3000 ppm de

cuivre. Les résultats sont non significatifs apres 30' et 120 ' et significatifs apres 60'

B - Sous 3% de NaCl combiné avec 2000,2500 et 3000 ppm de cuivre.

0006 - ORWL(%)30' [CIRWL(%)60' DORWL(%) 120'

0,005 - T

0,004

1
—
H

0,003

1
——
—
4

RWL(mg.cm-2.mn-")

0,002 - T ]‘

0,001

3+2000 ‘ 3+2500 ‘ 3+3000 ‘

Témoin ‘ NaCl %+Cuivre (ppm) ‘

Figure 21. Perte d’eau par transpiration (RWL) aprés 30,60 et 120 mn chez [’Atriplex canescens
stressé par 3 % de NaCl combiné avec 2000 ,2500 et 3000ppm de cuivre.

Apres 30 min (figure 21), on remarque que les quantités d’eau perdues par les
plantes soumises uniquement a la solution nutritive sont de 1’ordre de 52.10% mg d’eau cm’
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! mn! par apport aux plantes stressées ayant une diminution de 47.10, 43.10* et 37.10™

mg d’eau cm™.mn™,

Tableau 17. Perte d’eau par transpiration (RWL) apres 30,60 et 120 mn chez [’Atriplex canescens
stressé par 0.5% de NaCl combiné avec 2000 ,2500 et 3000ppm de cuivre.

Concentration RWLmgd’eau.cm®.mn’
1
30 min 60 min 120 min
Témoin 0 | 0.0052+0.00025 0.0038+0.00022 0.00250.0009

3 +2000 0.00370.00016 S 0.0018+0.0003 HS | 0.001620.00015 NS
NaCl %+ | 3+ 2500 0.0029+0.0001 S 0.0019+0.0008 HS | 0.0015+0.0007 S
Cuivre
(ppm) 3+ 3000 0.0044+0.00015NS 0.0026+0.0001 S | 0.0025+0.0008 NS

Aprés 60 min, les valeurs obtenues apreés 60’ ont montré une déperdition des eaux
évaporées chez les plantes témoins (38.10 mg.cm™?mn™) et les plantes soumises au 3% NaCl
combiné avec 2000 et 3000 ppm de cuivre par rapport aux plantes stressees au (3% NaCl
combiné avec 2500 ppm) qui est de 35.10, 28.10™ et 21.10"* mg d’eau.cm™.min™.

Aprés 120 min, la transpiration de I’eau chez les plantes témoins est 25.10” mg
d’eau.cm™.mn™) et chez les plantes stressées au 3% NaCl combiné avec 2000, 2500 et 3000
ppm de cuivre, les valeurs sont diminuées 20.10, 17.10 et 14.10* mg d’eau.cmmn™

consécutivement, par rapport aux résultats précédents.

Les données de I’analyse statistique (Tableau 17) signalent que ’effet de 3% de NaCl
combiné avec 2000 et 2500 ppm de cuivre sur la perte d’eau par transpiration dans toutes les
plantes est non significatif. Au niveau des feuilles des plantes stressées a 3% de NaCl

combiné avec 3000 ppm de cuivre, I’effet est hautement significatif aprés 60°.
I11 - Parametres biochimiques
| - 1- Proteines
Les résultats obtenus (figure 22) montrent une augmentation des protéines chez les
feuilles des plantes stressees au 0.5% de NaCl combiné avec 2000, 2500, et 3000 ppm de

cuivre par rapport au témoin. Pour les racines, on observe une augmentation de cette teneur

avec I’augmentation des doses du cuivre combiné avec 0.5% de NaCl. Le taux le plus

60



RESULTATS ET DISCUSSION

élevé de proteines est observé a la dose de 0.5% de NaCl combiné avec 2000 ppm chez

les feuilles et les racines des plantes par rapport aux témoins.
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0 0,5+2000 | 0,5+2500 | 0,5+3000 | 3+2000 3+2500 3+3000
Témoin NaCl % +Cuivre(ppm)

Figure 22. Teneur en protéines des plantes d’Atriplex canescens stressées au 3% de NaCl combiné

avec le cuivre.

Les protéines dans les feuilles et les racines de 1’Atriplex canescens augmente

progressivement avec 1’augmentation des doses de 3% de NaCl combine avec le cuivre. La

quantité en protéines est plus importante dans les feuilles que les racines sauf aux plantes

stressées au 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre, le taux des protéines est plus

élevé dans les racines que dans les feuilles (Figure 22)

Tableau 18. Teneur en protéines des plantes d’Atriplex canescens stressées au 3% de NaCl combiné

avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Le teneur en 1.96+0.056 S 1.77+0.053S | 1.56+0.08 NS | 1.66+0.09 | 1.52+0.058 | 1.30+0.043
protéine (mg.g™) Feuille 163:0.08 NS NS S
Racine 1.77+0.04 S 1.73x0.09S | 1.65£0.08 NS | 1.57+0.07 | 1.55+0.06 1.53+0.07
1.52+0.01 NS NS .

L’analyse statistique montre que [’accumulation de la teneur en protéines est

significative dans les feuilles et les racines sous le traitement de 0.5% de NaCl combiné

avec 2500 et 2500 ppm du cuivre et de 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre.

Pour les autres, I’effet du stress est non significatif dans les racines.
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111 -2- Chlorophylle

111 -2- a -Chlorophylle «a»

D'aprés les résultats obtenus (figure 23), la chlorophylle a diminué avec
I’augmentation de la concentration des traitements dans les feuilles des plantes stressées
au 0.5% de NaCl combiné avec le cuivre, on observe une diminution de 50% chez les
feuilles des plantes traitées au 0.5% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre en les

comparant aux plantes témoins.

2,5 A

1,5 -
1 |

Chlorophylle a (mg/g™)

0 0,5+2000(0,5+2500|0,5+3000| 3+2000 | 3+2500 | 3+3000

Témoin

NaCl % +Cuivre(ppm) ‘

Figure 23. Teneur en chlorophylle a des feuilles des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl
combiné avec le cuivre.

Pour les plantes stressées aux 3% de NaCl combiné avec le cuivre, la diminution
de chlorophylle a est contenue jusqu’a 89% pour la dose de 3% de NaCl combiné avec

3000 ppm de cuivre par rapport au témoin

Tableau 19. Teneur en chlorophylle a des feuilles des plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl
combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Chlorophylle «a»
(mg.g™) 2.33+0.35 | 1.71+0.1 HS | 1.71+0.55 HS | 1.21+0.05S 1.12+0.19HS | 0.94+0.46HS | 0.46+0.11HS

62




RESULTATS ET DISCUSSION

L’étude statistique montre que les différences de moyennes sont hautement

significatives dans la majorité des feuilles de plantes stressées.
111 -2- b - Chlorophylle «b»

La lecture des résultats moyens (figure 24) montre que la chlorophylle b diminue
avec I’augmentation des doses du stress appliqué, lorsque le milieu de culture s’enrichit en
0.5% de NaCl combiné avec le cuivre, son taux passe 2.04 mg.g™" de MF dans les feuilles
des plantes témoins a 1.18, 1.04 et 0.9 mg.g™" de MF respectivement dans les feuilles des

plantes stressées par 0.5% combiné avec 2000, 2500 et 3000 ppm de cuivre.
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Figure 24. Teneur en chlorophylle b des feuilles des plantes d’Atriplex canescens stressées au NacCl
combiné avec le cuivre.

Au niveau des feuilles des plantes stressées par 3% de NaCl combiné avec le cuivre,
les valeurs enregistrées restent en diminution en fonction du traitement. Le taux de la
chlorophylle b diminue de 2.04 mg.g™" de MF pour les plantes non stressées a 0.92, 0.81 et
0.73 mg.g™" de MF pour celles traitées par NaCl 3% combiné avec 2000, 2500 et 3000 de

cuivre.

Tableau20. Teneur en chlorophylle b des feuilles des plantes d’Atriplex canescens stressées au NacCl
combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Chlorophylle(b) 0.9+0.03HS

2.04+0.03 1.18+0.03 HS | 1.04+0.08 HS 0.92+0.05HS | 0.81+0.03 HS | 0.73+0.02 HS
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L’étude statistique montre que la teneur en chlorophylle b dans les feuilles des

plantes est hautement significative dans la majorité des feuilles de plantes stressées.

111 -2- ¢ - Chlorophylle «a+b»

- Effet combiné de la salinité et du cuivre

Les résultats obtenus (figure 25) montrent que la teneur en chlorophylle a+b dans les

feuilles des plantes

applique.

Chlorophylle a+b (mg.g™")

d’Atriplex canescens diminue

avec 1’augmentation du

Hﬂﬁn

0

Témoin

0, 5+20000 5+2500 0, 5+3000 3+2000 3+2500 3+3000

NaCl % +Cuivre(ppm)

stress

Figure 25. Teneur en chlorophylle a+b des feuilles plantes d’Atriplex canescens stressées au NaCl
combiné avec le cuivre.

On obtient chez les plantes stressées par 3% de NaCl combiné avec le cuivre, une

teneur moins élevée de chlorophylle «a+b» dans les feuilles comparativement au 0.5% de

NaCl combiné avec le cuivre et aux témoins.

Tableau 21. Teneur en chlorophylle «a+b » des feuilles plantes d’Atriplex canescens stressées au NacCl
combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 | 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Chlorophylle (a+b) 2.11+0.08HS
( ) 437037 | 2.89+0.13 HS | 2.75+0.63 HS 2.04+0.24HS | 1.75+0.49HS | 1.29+0.13 HS
mg.g

L’analyse statistique montre que la teneur en chlorophylle a+b sous 1’effet du stress

appliqué est hautement significative dans les feuilles des plantes.
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111 -3-Sucres solubles

Les résultats obtenus (figure 26) montrent que le taux des sucres solubles dans les
parties aériennes et racinaires augmente avec 1’augmentation de la concentration du stress
applique. de NacCl

I’accumulation des sucres au niveau des feuilles est plus élevée que celle des racines. La

Pour les concentrations de 0.5% combiné avec le cuivre,

méme observation est marquée chez les plantes stressées par 3% de NaCl combiné avec
les différentes concentrations du cuivre (2000, 2500, et 3000 ppm)
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Figure 26. Teneur en sucres solubles dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens
stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

Les valeurs les plus élevées enregistrées sont 50.6 et 63.8 mg.g™* chez les feuilles des
plantes stressées par (3% de NaCl + 2500 ppm) et (3% de NaCl + 3000 ppm) du cuivre
respectivement par rapport aux plantes témoins et les autres plantes stressées.

Tableau 22. Teneur en sucres solubles dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens
stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Sucre soluble | Feuille | 7.7+2.2 12.1#2.2 HS | 20.9+1.1HS 253+1.4HS | 22+1.1HS | 50.6+5.5HS | 63.8+1.43HS
(mg.g™) Racine | 2.2+0.44 8.8+0.99 HS | 13.2+0.77HS 12.1+0.88 HS | 9.9+1.1HS | 24.2+2.2HS | 27.5+3.3HS

L’analyse statistique révele que les teneurs en sucres solubles accumulées dans les

feuilles et racines de [’Atriplex canescens sont hautement significatives par rapport aux

feuilles et racines des plantes témoins.
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11 -4- Teneurs en Proline
a- Effet combiné de la salinité et du cuivre

Les résultats obtenus (figure 27) montrent que 1’accumulation de la proline chez les
plantes stressees augmente en fonction de I’intensité du stress appliqué, cette accumulation
est plus élevée dans les feuilles que dans les racines, ce qui représente une augmentation

de 45% que celle enregistrée dans les racines.
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Figure 27. Teneur en proline dans les feuilles et les racines des plantes d’Atriplex canescens stressées
au NaCl combiné avec le cuivre.

La teneur la plus élevée en proline est enregistrée a la dose de 3000 ppm de cuivre
combiné avec 0.5% de NaCl (375.9 ug.g™ poids sec) pour les feuilles. Par contre, la teneur
la plus élevée en proline chez les racines est enregistrée a la dose de 2500 ppm de cuivre
combiné avec 0.5% de NaCl (284.5 pg.g™ poids sec). Les feuilles et les racines des plantes

témoins représentent la teneur en proline la plus faible.

On note que la teneur en proline dans les feuilles et les racines des plantes augmente
proportionnellement avec les doses du cuivre appliquees (figure 27), la teneur la plus
élevée en proline est enregistrée chez les feuilles des plantes a la dose de 3000 ppm de
cuivre combiné & 3% de NaCl (546 pg.g™ poids sec). La teneur la plus faible en proline est

observée chez les feuilles des plantes non stressées (218.4 ug.g™ poids sec).
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Tableau 23. Teneur en proline dans les feuilles et les racines des plantes d’Atriplex canescens stressées

au NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 | 3000 2000 2500 3000
Feuille 363.3£10.5 269.6 + 6.3 37594126 | 334.7 +21HS 457.7 + 42HS 546 +6.3 HS
2184 +6.6
; HS HS HS
Teneur en proline
(Mg. g™ Racine 07444 3233+45HS | 2845+84HS | 2584+122 | 2445+109HS | 292.2 +185HS | 356 + 10.9HS
44,
HS

On obtient, chez les racines des plantes stressées, la teneur la plus élevée de la
proline & la dose de 3000 ppm de cuivre combiné avec 3% de NaCl (356.0 pg.g™* poids

sec). L’analyse statistique révele un effet hautement significatif de la teneur en proline

chez les feuilles et les racines des plantes stressées par rapport aux témoins.

V - Antioxydants

V —1 - Polyphénols

Les résultats montrent une augmentation des taux des polyphénols dans les feuilles des
plantes stressées a 2000, 2500 et 3000 ppm combinée avec 0.5% de NaCl (159, 178 et 178

mg.g™! poids sec respectivement) par rapport aux feuilles des plantes témoins 31 mg.g™ PS
(figure 28).
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Figure 28. Teneur en polyphénols (mg.g™ de poids sec) des feuilles d’Atriplex canescens stressées au

NaCl combiné avec le cuivre.
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Les résultats obtenus chez les feuilles des plantes d’Atriplex canescens Pursh Nutt
montrent que les feuilles des plantes stressees sont plus riches en polyphénols
comparativement aux feuilles des plantes témoins, ce qui se traduit par une augmentation
des taux de polyphénols dans les feuilles des plantes stressées a 2000, 2500 et 3000 ppm de
cuivre combiné avec 3% de NaCl (157, 167 et 178 mg.g™ poids sec respectivement) par
rapport aux plantes témoins ( 31 mg.g™ poids sec ) (Figure 28).

Tableau 24. Teneur en polyphénols (mg.g™ de poids sec) des feuilles d’Atriplex canescens stressées au
NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)

Concentration 0 2000 2500 3000 | 2000 2500

3000

Polyphénols (mg.g™") | 31+6.4 159+3.8 HS | 172+¢1.2HS | 178+44HS | 15742 4HS | 167+#2.9 HS | 178+4.3 HS

L’analyse des résultats indique un effet significatif de cuivre combiné avec 0.5% de
NaCl sur le taux de polyphénols. Pour le cuivre combiné avec 3% de NaCl, I’analyse de la

variance révele un effet hautement significatif

V- 2 -Teneurs en flavonoides

Les résultats obtenus sous les traitements 0, 2000 et 2500 ppm de cuivre combiné avec
0.5% de NaCl ne présentent aucune variation significative sur la teneur en flavonoides chez
les feuilles des plantes (figure 29). Par contre, pour les feuilles des plantes stressées a 3000
ppm de cuivre combiné avec 0.5% de NaCl, les résultats montrent une augmentation de la

teneur en flavonoides, avec un taux de 163 mg.g™* poids sec.
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Figure 29. Teneur en flavonoides (mg.g™ de poids sec) des feuilles d’Atriplex canescens stressées au

NaCl combiné avec le cuivre.

Pour le traitement 3% de NaCl combiné avec le cuivre, les résultats montrent que les

teneurs en

flavonoides

chez les feuilles des

plantes

stressées augmentent

proportionnellement avec 1’augmentation des doses combinées du cuivre et du sel (figure

29). Le taux des flavonoides des feuilles des plantes passent de 124 mg.g™* PS pour le

témoin a 130 et 141 mg.g™* poids sec respectivement pour les doses de 2000 et 2500 ppm de

cuivre combiné avec 3% de NaCl. Par contre, le taux le plus élevé est enregistré a la dose de

3000 ppm de cuivre combiné avec 3% de NaCl (173 mg.g™ poids sec).

L’analyse statistique montre un effet hautement significatif sur la teneur en

flavonoides chez les feuilles des plantes stressées a 3000 ppm de cuivre combiné avec 0.5%

de NaCl par rapport aux plantes stressées a 2000, 2500 ppm et O ppm de cuivre combiné

avec 0.5 % de NaCl.

Tableau 25. Teneur en flavonoides (mg.g™ de poids sec) des feuilles d’Atriplex canescens stressées au

NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 | 2500 3000 2000 | 2500 3000
Flavonoides (mg. g™) | 12411 12845.3.NS | 128+4.3Ns | 178£314HS | 130+10.1S 141+15S | 173+ 9.6 HS
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L’analyse statistique montre aussi un effet hautement significatif a 3% de NaCl combiné
avec 3000 ppm de cuivre, par contre, I’effet est significatif pour les doses de 2000 et 2500
ppm de cuivre combiné avec 3% de NaCl comparativement aux feuilles des plantes

témoins.
VI -Les minéraux
VI-1—- Teneur en sodium :

- Effet combiné de la salinité et du cuivre

Les résultats de la figure 30 montrent que, pour les plantes d’Atriplex canescens, le
Na" tend a migrer vers le systéme foliaire. Ce cation s’accumule d’avantage lorsque le
milieu de culture s’enrichit en 0.5% de NaCl combiné avec le cuivre, son taux passe de
11.96 mg.g™" de MS dans les feuilles des plantes témoins a 10.96 et 11 mg.g™ de MS
respectivement dans les feuilles des plantes nourries a 0.5 % de NaCl combiné avec 2000
et 3000 ppm de cuivre (Tableau 26).
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Figure 30. Teneur en sodium dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens stressées au
NaCl combiné avec le cuivre.

Ce taux est augmenté de 1.02% a 27% chez les plantes traitées par 3% de NaCl
combiné avec 2000 et 3000 ppm de cuivre respectivement par rapport aux témoins. Les
valeurs enregistrées pour I’accumulation de sodium au niveau des racines ont tendance a
augmenter également en fonction du niveau de salinité combiné avec le cuivre. La teneur
en sodium la plus élevée dans les feuilles et les racines est obtenue a la dose de 3% de
NaCl combiné avec 3000 ppm (26.31 et 23.36 mg.g™).
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Tableau 26. Teneur en sodium dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens stressées au
NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 | 2000 2500 3000
Sodium ( Feuille | 11.96+04 | 12.14+0.72NS | 12.51 +0.52NS | 18.21+0.7S 12.13+1.65 15.22 +0.81HS | 26.31+0.71HS
mg.g™") Racine | 6.75+036 | 10.96+0.81HS | 9.56+0.8HS 11.59+ 0.55HS | 10.48+0.79 HS | 14.16 +0.8HS | 23.36 + 0.46HS

I’effet est non significatif chez les feuilles sous traitement des doses de 0.5% de NaCl
combiné avec 2000 et 2500 ppm de cuivre comparativement aux feuilles des plantes

témoins. Pour les feuilles des plantes stressées par 3% de NaCl combiné avec 2000 et

L’analyse statistique montre un effet hautement significatif chez les racines. Par contre,

2500 ppm de cuivre, I’effet et hautement significatif.

figure 31 montrent une légére augmentation dans le sens témoin, 3% de NaCl combiné
avec le cuivre aussi bien au niveau des feuilles que dans les racines. Cependant, les taux
pour ce cation varient selon I’organe et le milieu salin. En effet, chez les plantes témoins,
le taux de K* dans les feuilles passe de 5.13 mg.g™" de MS & 1.68 mg.g™" de MS pour le
traitement 3% de NaCl combiné avec 2000 ppm de cuivre et a 3.53 mg.g™" de MS pour le

VI - 2 - Teneur en potassium

teneur en potassium(mg-1)

Figure 31. Teneur en potassium dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens stressées

Les résultats obtenus chez les plantes d’Atriplex canescens, mentionnes dans la

O B N W A 0 O

] O Feuilles O racines
1 A
0 05+2000 05+2500 05+3000 3+2000 3+2500 3+3000
Témoin NaCl % +Cuivre(ppm) ‘

au NaCl combiné avec le cuivre.

traitement 3% de NaCl combiné avec 2500 et 3000 ppm.
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Au niveau des racines, ce taux demeure plus bas que pour celui des feuilles,
I’addition du sel n’accuse pas un changement dans les taux de cet élément. Chez les
racines, le taux de potassium passe de 3.31 mg.g™ de MS pour les plantes arrosées a la
solution nutritive a 1.68 mg.g™" de MS dans le milieu & 3% de NaCl combiné avec 2000
ppm de cuivre a 1.34 mg.g™' MS dans le milieu a 3% de NaCl combiné avec 2500 et 3000

ppm de cuivre.

Tableau 27. Teneur en potassium dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens
stressées au NaCl combiné avec le cuivre.

Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 | 2000 2500 3000
Potassium (Mg.g™") Feuille | 513:04 294036 HS | 3.12 +0.3HS | 315044 HS | 3.2+044HS | 353+0.33HS | 3.12+0.29 HS
Racine | 331+036 | 169026 HS | 1.82+0.28HS | 1.72+0.38 HS | 1.68+0.16HS | 1.34 +0.31HS | 1.34+0.2 HS

En ce qui concerne les feuilles et les racines stressées par 3% de NaCl combiné avec
2000 ppm de cuivre, la teneur en K* présente une légére diminution, elle passe de 5.13
mg.g~" de MS pour les plantes témoins a 2.94 mg.g™ de MS et 1.72 mg.g™" de MS pour les
traitements respectifs 2000 et 3000 ppm de cuivre combiné avec 0.5% de NaCl, les teneurs
les plus élevées sont enregistrées chez les feuilles et les racines des plantes stressées par

0.5% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre ( 3.15 et 1.72 mg.g™") respectivement.

L’effet du traitement salin au 0.5 et 3% de NaCl combiné avec le cuivre sur le taux
de potassium des plantes d’Atriplex canescens analysé statistiquement (Tableau 27)

indique que I’action sur les feuilles et les racines est hautement significative.

V |- 3- Teneurs en cuivre

D’aprés les résultats, ’augmentation de la concentration de cuivre dans le milieu
s'accompagne d'une forte augmentation des teneurs en cuivre, aussi bien dans les feuilles
que dans les racines des plantes stressées (Figure 32). En effet, on enregistre une
importante des teneurs foliaires en cuivre de 3.85 mg/g pour les plantes sous 3% de NaCl

combiné avec 3000 ppm de cuivre.
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d'accumulation de cuivre chez les autres plantes stressées, cette différence est observée
dans toutes les conditions de stress étudiées. La plus faible accumulation de cuivre est

obtenue dans le témoin avec 0.089 mg /g pour les feuilles et 0.029 mg/ g pour les racines.

Dosage du cuivre (mg/g de mMS)

Figure 32. Dosage du cuivre dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens stressées au

Au niveau des racines, cette accumulation est de 1.44 mg/g, on note une différence

Tableau 28. Dosage du cuivre dans les feuilles et racines des plantes d’Atriplex canescens stressées
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Témoin 0.5 % de NaCl+ Cuivre (ppm) 3 % de NaCl+ Cuivre (ppm)
Concentration 0 2000 2500 3000 2000 2500 3000
Cuivre (Mg.g™") Feuille | 0.089+0.0025 1.87+0.07HS | 1.92 +0.19 HS | 2.05+00.2HS | 3.04+0.24HS | 3.76 +0.68HS | 3.85+0.18 HS
Racine | 0.029+0.003] 0.65+0.082HS | 0.32+.0.06HS | 0.636 +0.05 0.886+0. 1.04 +0.095HS | 1.44+0.029 HS
HS 083HS

L’analyse statistique montre un effet hautement significatif chez les feuilles et racines des

plantes stressées
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VIl : Relation entre les osmorégulateurs et les antioxydants

1. Relation entre proline et les polyphenols
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Figure33. Relation entre la proline et polyphénols des feuilles d’Atriplex canescens sous 1’effet combiné de
la salinité avec le cuivre.

D’aprés les résultats (figure 33), la teneur en proline chez les feuilles des plantes
stressées  est largement supérieure a celle des plantes témoins, ce qui représente une
augmentation de 70.99% de teneur en proline que celle enregistrée dans les témoins. Pour
les mémes concentrations des doses de stress appliquées, 1’augmentation des polyphenols

au niveau des feuilles est plus élevée que celle les témoins.

L’analyse de la variance révele une différence trés hautement significative pour les

feuilles des plantes stressées par rapport aux feuilles témoins.
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2. Relation entre proline et les flavonoides

Les résultats trouvés (Figure. 34) pour les plantes stressées au sel combiné avec le
cuivre a différentes concentrations (0.5 et 3 % de NaCl combiné avec 2000, 2500,et
3000 ppm du cuivre ), révélent une augmentation de proline et flavonoides chez les
feuilles des plantes stressées de 1’Atriplex canescens. Les teneurs obtenues en proline et
flavonoides sont plus élevées dans les feuilles des plantes stressées par 0.5 et 3 % de

NaCl combiné avec, et 3000 ppm de cuivre.
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Figure34. Relation entre proline et les flavonoides des feuilles d’Atriplex canescens sous 1’effet combiné de
la salinité avec le cuivre.

L’analyse statistique a 1’aide du test de Newman-Keuls a P = 5% révele que les
teneurs en proline et flavonoides dans les feuilles de /’Atriplex canescens sont hautement

significatives (P = 0.00) par rapport aux feuilles des plantes témoin
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3. Relation entre proline et les antioxydants

D’aprés les résultats obtenus (figure 35), il ressort que la proline et les antioxydants
(polyphénols et flavonoides) des feuilles d’Atriplex canescens sont augmentés d’une
maniére significative (P<0,01).L’effet du sel combiné avec le cuivre sur I’accumulation de
proline est plus important dans les doses de 0.5% et 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm
par rapport aux autres doses et méme les plantes témoins, cette accumulation étant en
relation avec la synthése des antioxydants (polyphénols et flavonoides) dans les feuilles

des plantes stressées.
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Figure 35. Relation entre proline, polyphénols et les flavonoides des feuilles d’Atriplex canescens sous
Ieffet combiné de la salinité avec le cuivre

On constate que I’effet des sels, combinés avec le cuivre, exerce une accumulation de
la proline, cette accumulation poussant I’augmentation des taux de polyphénols et

flavonoides dans les feuilles des plantes stressées
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L’étude statistique montre un effet hautement significatif du stress appliqué sur
I’accumulation de la proline et les taux des antioxydants dans les feuilles par rapport aux

plantes témoins.

4. Relation entre les sucres solubles et les polyphenols

Les résultats de la figure 36 indiquent que le taux de polyphenols et sucre soluble
est important dans les feuilles de 1’Atriplex canescens sous les doses (0.5% de NaCl
combiné avec 2000, 3000 ppm du cuivre et 3 % de NaCl combiné avec 2000, 3000 ppm
du cuivre). Ces résultats montrent une corrélation positive entre 1’augmentation des doses

du stress appliquée a I’accumulation de la prolines et les taux de polyphénols.

La teneur en proline et polyphénols les plus élevés dans les feuilles est obtenue a la

dose de 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm.
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L’analyse statistique montre un effet non significatif sur I’accumulation de la proline et le
taux des polyphénols dans les feuilles de la plante pour toutes les doses appliquées de

stress combiné.

5. Relation entre les Sucres solubles et les flavonoides

Les résultats mentionnées dans la figure37 montrent que le stress appliqué a la
plante entraine une augmentation des sucres et flavonoides dans les feuilles a (0.5% de
NaCl combiné avec 3000 ppm du cuivre et 3% de NaCl combiné avec 2000, 3000 ppm
du cuivre), par rapport au témoin et les autres doses. Le sucre soluble et les flavonoides a
la dose de 3% de NaCl combiné avec, 3000 ppm de cuivre sont plus élevés dans les

feuilles des plantes stressées.
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Figure 37. La relation entre les sucres solubles et les flavonoides des feuilles d’Atriplex canescens sous
I’effet combiné de la salinité avec le cuivre.

L’étude statistique montre un effet hautement significatif de sel combiné avec le
cuivre sur I’accumulation des sucres solubles et le taux des flavonoides dans les feuilles

des plantes stressées par rapport au témoin et les autres traitements.
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6. Relation entre les Sucres solubles, les polyphénols et flavonoides

A la lumiére de nos résultats, nous pouvons constater que le rendement le plus
élevé des sucres solubles et antioxydants (polyphénols et flavonoides) se situe au niveau
des plantes sous les doses de 3% de NaCl combiné avec 2500 et 3000 de cuivre (figure
38).

On remarque que la teneur en polyphénols et en flavonoides augmente au fur et a
mesure que les sucres solubles augmentent chez les plantes stressées.

L’accumulation des sucres solubles dans les feuilles augmente avec les doses du
stress appliquées. Les sucres solubles et les antioxydants (polyphenols .flavonoides) sont
plus élevés a la dose de 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre par rapport aux

autres traitements et les témoins.
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Figure 38. Relation entre les sucres solubles, polyphénols et les flavonoides des feuilles d’Atriplex
canescens sous 1’effet combiné de la salinité avec le cuivre

L’analyse statistique montre que l’augmentation des sucres solubles avec les

antioxydants est hautement significative dans les feuilles par rapport aux témoins
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7. Relation entre les protéines et les polyphénols

Apres la durée de stress en présence du sel combiné avec le cuivre , la teneur en
protéines diminue d’une fagon significative pour les doses 0.5 et 3% de NaCl combiné
avec 3000ppm de cuivre, (Figure 39) par contre, apres la méme durée de stress
(30jours) en presence du sel combiné avec le cuivre, la teneur des polyphénols augmente
d’une fagon hautement significative ( P < 0.05) a la dose 0.5 et 3% de NaCl combiné
avec 3000ppm de cuivre ce qui explique une corrélation positive entre 1’augmentation
des polyphénols et la dégradation des protéines des feuilles des plantes stressées , par

rapport aux témoins, respectivement.
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Figure 39. Relation entre les protéines et polyphénols des feuilles d’Atriplex canescens sous ’effet combiné
de la salinité avec le cuivre.

L’analyse statistique montre que la diminution des protéines avec 1’augmentation des

polyphénols est hautement significative dans les feuilles par rapport aux témoins.
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8. Relation les protéines et les flavonoides

Apres un mois de stress en présence du sel combiné avec le cuivre a différentes
concentrations. 0.5 et 3 % de NaCl combiné avec 2000,2500et 3000 ppm du cuivre les
protéines démunies dans les feuilles des plantes stressées a partir de la dose 0.5 % de
NaCl combiné avec 2000ppm de cuivre (Figure 40), dans les feuilles des plantes stressees
(Figure 40) les flavonoides augmentent d’une maniére générale en méme temps que les
protéines dégradées par rapport aux témoins sauf a la dose 3 % de NaCl combiné avec
2000, ppm de cuivre ou on observe une légere diminution de la flavonoide .
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Figure 40. Relation entre les protéines et les flavonoides des feuilles d’Atriplex canescens sous 1’effet
combiné de la salinité avec le cuivre

L’analyse statistique montre que la diminution des protéines avec 1’augmentation des
flavonoides est significative dans les feuilles par rapport aux témoins et a la dose 3 % de

NaCl combiné avec 2000, ppm de cuivre ou I’effet de stress est non significatif.
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9. Relation entre les protéines, les polyphénols et les flavonoides

D’aprés la figure 41, les résultats obtenus représentent une relation entre
I’évolution de protéines et du taux des antioxydants dans les feuilles des plantes apres la
durée du stress, ou elles croissent a I’inverse des doses. On observe une légere diminution
de taux de protéines accompagnant avec une augmentation des antioxydants. Les doses 3%
combinées avec 2500 et 3000 ppm de cuivre provoquent une dégradation plus importante
de protéines avec une augmentation plus importante des polyphénols et flavonoides

comparativement avec les témoins et les autres traitements.
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Figure 41. Relation entre les protéines, polyphénols et les flavonoides des feuilles d’Atriplex canescens sous
I’effet combiné de la salinité avec le cuivre

L’analyse statistique montre que le taux des protéines et les antioxydants sous
I’effet du cuivre sont significatifs chez les feuilles des plantes sous les doses de 3% de
NaCl combiné avec 2500 et 3000 ppm de cuivre, et non significatifs dans les autres

traitements.
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Discussion

Les résultats obtenus sur I’effet combiné de la salinité et du cuivre sur les parametres
biométriques, hydriques, biochimiques et minéraux effectués chez [’Atriplex canescens

pendant un mois montrent:
I —Pour les parameétres biométriques

La croissance des tiges et de la surface foliaire semble indifférente a la contrainte
saline combinée avec le cuivre et ne présente qu’une légére diminution vis-a-vis du niveau
des doses de stress appliquées. Par contre, les traitements salins (0.5 et 3 %) de NaCl
associés a la dose de 3000ppm de cuivre sur I’Atriplex canescens enregistrent les valeurs

les plus importantes, soit une différence de 3 et 4.0 cm® de volume racinaire.
a- Longueur des tiges

La longueur des tiges de 1’Atriplex canescens diminue au fur et a mesure que le
traitement salin et métallique augmente avec une différence de 2cm sous le traitement 0.5
% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre et de 3 cm sous le traitement de 3 % de
NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre. Ceci est en accord avec les résultats de
Osmond et al (1980), qui rapportent que les halophytes comme Atriplex sp, montrent une
stimulation de croissance importante sous 1’effet de NaCl. Les résultats ont été indiqués
par Akram et al, (2002) qui ont soumis le blé a une contrainte saline, ils trouvent une
diminution de la longueur des tiges, laquelle diminution a été observée chez le Cyrodon
dactylon .L (Hameed et al., 2014). D’aprés Rahmoune et al ., 2008, la croissance de la
longueur des tiges diminue avec l'intensité du stress salin. La réduction du développement
des racines et des tiges serait due aux effets toxiques des teneurs élevées de NaCl et au
déséquilibre de la disponibilité en nutriments (Data et al., 2009). Les résultats ont été
obtenus par Soualem (2007) pour la longueur racinaire chez deux provenances (Oran et
Tiaret) d’Atriplex halimus. Bajji et al (2002) rapportent que le taux de croissance relative
de la partie aérienne de I’atriplex décroit a la réponse de 150 mM de NaCl pendant que les

racines ne sont pas affectées.

b- Surface foliaire

L’effet combiné de la salinité et du cuivre sur la surface foliaire de 1’Atriplex
canescens montre une diminution significative chez les feuilles des plantes stressées

comparativement aux plantes témoins. Plusieurs auteurs ont démontré que lorsque la
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salinité augmente, la surface foliaire diminue, cette diminution variant en fonction de la
dose de stress appliquée (Augé et al., 1986). Les concentrations élevées de NaCl réduisent
significativement la surface foliaire et augmentent la densité stomatique : on en déduit
donc que les feuilles de I’Atriplex canescens ferment généralement leurs stomates lorsque
le stress salin s’intensifie afin de minimiser les pertes en eau (Blum et al., 1981). Une
limitation de la surface foliaire et le controle de 1’ouverture et la fermeture des stomates
ont été adoptés par le stress salin (Begg et Turner, 1976 ; Blum et al., 1981 ; Araus et
al., 2008). Des résultats similaires décrivent a I'échelle des feuilles la contrainte saline
appliquée aux plantes qui entraine une réduction de la surface foliaire, et I'expliquent
comme une réduction d'apport en glucides (Munns et al ., 1995). Ces résultats ont éte
observés chez plusieurs espéces dont trois cultivars de Médicago Sativa .L (Mezni et al
.,2012 ), outre que la réduction de la surface foliaire face a une contrainte saline a été
considérée comme un processus d'adaptation a travers une meilleure efficience d'utilisation
de I'eau ( Omani et al., 2006). Ce qui explique que la plante percoit alors la présence de
forte concentration en sodium dans le sol et réoriente la croissance des racines (Yonghao
et al ., 2011). D’autres travaux sur les métaux font état d’inhibition de la croissance et de
réduction de 1’élongation foliaire, aprés exposition par le cuivre dans le radis (Sun et al.,
2010) et le mercure dans Pfaffia glomerata (Calgaroto et al.,2010), cet effet étant

fonction de la dose et de la durée du traitement (Sun et al., 2010 ; Calgaroto et al.,2010).

c- Volume racinaire

Le volume occupé par les racines des plantes dans le sol revét une grande importance
pour l'absorption de 1’eau, les racines acclimatées a de fortes concentrations de sels
présenteraient alors une croissance différenciée. En général, les racines superficielles
peuvent vaincre des tensions de succion supérieures et se procurer de 1’eau méme dans un
sol apparemment sec (Soltner., 2000). D’aprés Sanchez et al (1991), la diminution du
poids sec des racines des tomates est une conséquence de la salinité. Selon Osmond et al
(1980), les halophytes comme Atriplex spp, montrent une stimulation de croissance des
racines a des concentrations importantes de NaCl, qui sont inhibitrices de croissance chez
les glycophytes. D’autres travaux montrent que 1’inhibition de la croissance racinaire,
aprés exposition des plantes par des métaux lourds variés tels que, I’arsénite dans le riz
(Choudhury et al., 2010), le cadmium dans le radis et le blé (Anuradha et Rao, 2007 ;
Liu et al., 2007) , le chrome dans le melon (Akinci, 2010), le plomb dans les petits pois ,
le radis , le mais, Arabidopsis thaliana, 1’ail et Glomus et unicatum (Kopittke et
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al.,2007 ;Gopal et Rizvi, 2008 ; Ekmekgi et al., 2009 ; Liu et al., 2009 ; Phang et
al.,2011 ; Souza et al., 2012) Bajji et al (1998), rapportent que, le taux de croissance
relative de la partie aérienne d’Atriplex halimus décroit a la réponse de 150 mM de NaCl

cependant que les racines ne sont pas affectées.
I1- Pour les parametres hydriques

La teneur relative en eau et la perte d’eau par transpiration dans les feuilles sont de
bons indicateurs de I’état hydrique de la plante face aux stress, ils sont inversement
proportionnels  au taux de salinité combiné avec le cuivre. Cela se remarque
particulierement lorsque la plante est soumise a 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm de

cuivre. Ce qui semble étre un comportement de résistance au stress appliqué.
a-Teneur en eau

La teneur en eau, ne dépend pas de la teneur en sel et cuivre du milieu puisque les
plantes stressées ont présenté une capacité d’alimentation hydrique. C’est ce qui est
confirmé par Gale (1975), lorsqu’il écrit : «En cas de stress salin, 1’ajustement osmotique
et la réduction de la transpiration se conjuguent pour vaincre toute augmentation de la
résistance des racines au passage de 1’eau. ». On a observé pour le NaCl et le cuivre que
I’effet de la salinité¢ est négatif sur la disponibilit¢ de I’eau en particulier chez les lots
stressés a 0.5 et 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre. Nos résultats confirment
ceux trouvés par (Gale, 1967, Strogonov, 1964), qui affirment que le sel diminue la
transpiration des plantes, conséquence ou cause de la diminution de la transpiration,
I’absorption hydrique par les racines est également réduite. L ’absorption de sel dans les
tissus menace le bon fonctionnement physiologique des cellules, d’un autre c6té, la
présence de sel, en abaissant le potentiel hydrique du sol, menace I’approvisionnement en
eau de la plante, ce fait a été bien établi chez les plantes de différentes résistances
(Hoffman et Phene, 1971)

b-Teneur relative en eau(RWC)

Les résultats obtenus permettent de décrire d’une maniéere globale le statut hydrique
de la plante, d’évaluer 1’aptitude a réaliser une bonne osmoregulation et de maintenir une
turgescence cellulaire (El Jaafari et al., 2000). Nos résultats sont en conformité avec les
travaux de (Soualem ,2005), qui indiquent que le RWC diminue chez 1’ Atriplex halimus L
stressées par NaCl et I’eau de mer (50% et 100%). Mémes résultats chez Casuarina

glauca, la luzerne et le blé (Albouchi et al ., 2003 ). En effet, le stress salin induit des

86



DISCUSSION

changements au niveau du statut hydrique de la plante (Hasegawa et al., 2000 ; Fricke et
al .,2002), réduit le contenu relatif en eau des feuilles et diminue la transpiration
(Ngasamy et al ., 2006 ; Albouchi et al., 2000 ) et I’absorption hydrique par les racines
(Snoussi et al ., 2004 ). Ce fait a été établi chez des plantes de différentes résistances

comme Zygophyllum album et Atriplex verrucifera (Mehani et al ., 2012).
c-Pertes d’eau par transpiration (RWL)

Les résultats trouvés sur la perte d’eau par transpiration montrent une diminution
significative des pertes d’eau par transpiration dans les feuilles de I’Atriplex canescens
apreés les 30éme, 60eme et 120éme minutes pour les doses de 3 % de NaCl plus 3000 ppm
de cuivre . Des travaux récents ont démontré que la diminution de la transpiration de
feuilles d’Atriplex canescens serait une conséquence de la fermeture des stomates lorsque
le stress salin s’intensifie, afin de minimiser les pertes d’eau. Aboussouane et al (1985)
pensent que cette résistance stomatique se manifeste par une présence de nombreux
stomates de petite taille et a fermeture rapide. Le maintien d’une certaine quantité¢ d’eau
intracellulaire permet également de diluer les sels introduits. Heller et al (2004), notent
que les plantes soumises a un stress salin, ferment leurs stomates plus t6t que les plantes en
conditions normales, cela augmente la résistance stomatique du fait de la diminution de
I’absorption hydrique. En outre, (Nilson et al., 2007) ont établi la relation entre la
transpiration et la résistance stomatique chez Arabidopsis thaliana par 1’augmentation de
cette résistance lors du stress salin, afin de minimiser les pertes d’eau. D’autres rapportent
que la diminution de la croissance des feuilles résulte en partie d’une réduction de
I’assimilation nette en CO,, provoquée par la fermeture de stomates en réponse au faible

potentiel de I’eau du sol ou du substrat lors d’un stress salin (Akita, 1990).

11 — Pour les paramétres biochimiques
a- La chlorophylle «a», «b», «a+b »

Les résultats obtenus montrent une diminution significative dans la concentration des
pigments chlorophylliens, chlorophylle «a», «b», «a+b » dans les plantes stressées par
rapport aux témoins. Nos résultats suggerent que chez I'Atriplex canescens (Pursh) Nutt, la
teneur en chlorophylle «a», «b», «a+b ») varie en fonction des doses de NaCl combiné
avec le cuivre, cette espéce tolere une forte intensité de stress salin en élaborant
normalement l'activité photosynthétique et la production de la matiére organique (Priso et

al., 2010). Les résultats obtenus sont conformes avec ceux de (Rédondo et al., 2000)
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chez les plantes tolérantes a la salinité. Les Atriplex portulacoides ont été soumises a un
stress métallique, la fluorescence chlorophyllienne et la teneur en chlorophylle (a, b, a+b)
ont été infectées par quatre métaux combinés (Cd, Zn, Cu, Pb) a certaines doses
(Farga$ova et al., 2006). Ces résultats sont conformes aussi avec plusieurs études réalisées
sur différentes plantes en conditions salines et métalliques. Le contenu de la chlorophylle
diminue considérablement chez les plantes sauvages d'Arabidopsis thaliana (Mitsuya et
al ., 2006). Trois cultivars de lycopersicon esculintum et une accession de lycopersicon
Sheesmarrii ont eté étudiés sous différents régimes d'irrigation a I'eau saline, les teneurs en
chlorophylle (a, b, a+b) ont été réduites sous l'effet d'un stress salin (Eliklil et al ., 2002).
El Midaoui et al (2007), ont étudié les effets de quatre niveaux de NaCl sur le tournesol
(Helianthus annuces L), les résultats de la chlorophylle chez les témoins sont importants
comparativement aux plantes stressées. D’aprés (Priso et al., 2010), les concentrations
moyennes des chlorophylles (a + b) dans les feuilles de ces deux especes rencontrées au
voisinage du marécage pollué sont significativement plus faibles que celles obtenues en
milieu non pollué, impacts des eaux polluées sur la croissance, les teneurs en chlorophylles
et substances organiques dans les feuilles de Poaceae. Des résultats similaires ont montré
que la teneur en pigments chlorophylliens est réduite sous I’effet de cuivre dans le radis
(Gopal et Rizvi,2008 ; Sun et al., 2010 ) et le mais, chlorella vulgaris et Pfaffia glomereta
(Bajgus, 2011 ; Gupta et al .,2011 ) et des métaux lourds comme I’aluminium dans la
pomme de terre et le concombre (Tabaldi et al., 2007 ; Pereira et al ., 2007) et le nickel
dans le blé (Gajewska et Sktodowska, 2007). La teneur en chlorophylle réduite due a la
toxicité du nickel chez différentes especes de plantes a été bien documentée, cet effet en
fonction de la concentration et la durée du stress salin et métallique (Dubey et Pandey,
2011; Shabnam et Seema, 2011).. Chez I'Atriplex halimus cultivé a une concentration de
NaCl (500mM), Gale et Poljakoff-Mayber (1970), Benahmed (1995) ont noté une
diminution de la photosynthese de I'ordre de 30% de sel.

b- Les protéines

L’irrigation des plantes d’Atriplex canescens par la solution de 0.5 et 3 % de NaCl
combiné avec 2000, 2500 ,3000 ppm de cuivre induit une perturbation sur la teneur en
protéine dans les tissus foliaires et racinaires. Les teneurs des protéines chez les feuilles et
les racines des plantes d’Atriplex canescens stressées avec 3% de NaCl combiné avec 2500
et 3000 ppm de cuivre se traduisent par une diminution de taux de protéine par rapport

aux plantes témoins. Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Shakil et al 2004 ;
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Ashraf et Rasul, 1988 ; Ehab et al., 2013) qui ont montre que la salinité et le cuivre ont
réduit également le taux des protéines contenues dans toutes les parties de la plante, les
feuilles, les racines, la longueur des bourgeons,...etc. Abdelhaleem (2007), montre une
décroissance significative de la teneur en protéines sur Vigna radiata L, sous stress salin.
Pour Cargnelutti et al ., 2006, I’exposition des plantes aux métaux lourds provoque une
dégradation rapide des protéines, en entrainant des modifications variables dans la
structure des proteines. Cependant, certaines plantes peuvent synthétiser de nouvelles
protéines contre ce stress (Verma et Dubey, 2003). Lorsque les plantes Parcratium
martimum recoivent 100 mmol de NaCl les taux des protéines diminuent (Kheder et al .,
2000 ; Shakeel et Mansour, 2012). Par contre des augmentations des teneurs des
composés protéiques en réponse a des agressions chimiques salines sont assez bien
connues. Par exemple chez la tomate, I’orge et tagetes patula .L, (Amini et Ehsanpour,
2005 ; Pirasteh et al., 2014), cette augmentation pourrait provenir des réactions de défense
des plantes face au stress ( Lepengue et al ., 2012), car les protéines sous contrainte saline
s’accumulent et agissent comme régulateurs osmotiques (Ahmad et al ., 2003). La
réduction de la teneur en protéines solubles sous I’effet du stress abiotique a été signalée
par Khosravinejad et al ., 2009 ; Amini et al ., 2007, chez I’orge et la tomate . Il semble
que la baisse totale des protéines solubles au cours du stress salin soit due a une diminution

importante de la photosynthese (Lee et al., 2004).
c- Proline

Notre étude montre que I’accumulation de la proline chez les feuilles et les racines
des plantes de I’Atriplex Canescens (Pursh) Nutt est proportionnelle a la concentration de
NaCl combiné avec le cuivre. Différentes fonctions sont attribuées a 1’accumulation de la
proline : détoxification des métaux, osmo-régulation, chélation et stabilisation de la
machinerie de la synthése protéique (Sharmila et Pardha Saradhi, 2002). Selon Hassani
et al (2008), I’accumulation de la proline affecte les feuilles des plantes stressées par NaCl,
permet la protection de la membrane cellulaire et en plus, participe a ’ajustement
osmotique. L’accumulation de la proline pourrait étre liée au niveau de tolérance au stress
biotique et abiotique (Thiery et al 2004 ; Fabro et al 2003 ; Djeddi ., 2006 ; Hadjaj et al
2011). Ces reésultats montrent la méme observation sous le cuivre dans le riz et les
carottes(Chen et al., 2004 ; Szafranska et al., 2011), ou d’autres métaux lourds comme
le plomb et cadmium dans le radis et I’arachide (Tecklic et al., 2008 ; Anuradha et Rao,

2007 ; Dinakar et al.,2009) , et le mercure dans Pfaffia glomerata (Calgaroto et al.,
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2010), ou le stress salin dans la tomate (He et Zhu, 2008) ; cet effet étant fonction de la
concentration et de la durée du stress. Pour Alem et Ameri (2005), I’importance de la
proline comme indicateur aux agressions semble jouer un réle dans le maintien des
pressions sol-vacuole et des systémes enzymatiques ainsi qu’un régulateur du pH. D’apreés
Tal et al (1979), Benabi (2006), I’accumulation de la proline est I’'une des manifestations
les plus remarquables dans la résistance en sel. Elle pourrait s’accumuler suite a une
perturbation du métabolisme des protéines ( Bezzala., 2005). Selon Belkhodja et Bedai
(2007) ; Monneveux (1989), la teneur de la proline augmente significativement avec
I’augmentation de la salinité, c¢’est une forme d’ajustement du potentiel osmotique. Ces
résultats sont concordants avec ceux des chercheurs comme, Lei et al., (2007) ; Sharma
et Dietz, (2006) qui montrent la relation de I’effet toxique des métaux, tels que le Mn, Zn,
Pb, Co, Cu avec 1’augmentation de la proline chez les feuilles et les racines des plantes
stressées par ces métaux. L’accumulation de la proline est signalée chez plusieurs plantes,
tournesol sous 1’effet du cadmium (Balestrasse et al. 2005), chez Hydrilla verticillata (l.f.)
sous I’action combinée du plomb et du cadmium (Singh et al. 2012). D’apres (Belkhodja
et Bedai., (2004). Grignom(1991) la proline est une substance qui s’accumule dans les
tissus soumis au stress biotique et abiotique et constitue un moyen de résistance et de
tolérance aux déférents stress. Selon khedim et al ., (2017), 1’accumulation de la proline
est trés importante dans 1’Atriplex canescens stresse par 3000 ppm de cuivre par rapport a
la plante non stressée. Cette accumulation est plus élevée dans les feuilles que dans les
racines. Mémes résultats obtenus par Neggaz et Yssaad, (2018) sur l'accumulation de la
proline qui est plus élevée dans les feuilles par apport aux racines du radis radis

(Raphanus sativus L ) sous traitement de 3000 ppm de cuivre.
d- Sucre soluble

Les résultats montrent des valeurs élevées des sucres solubles dans les feuilles en
situation de stress combiné comparativement au témoin, ce qui explique que [’Atriplex
canescens (Pursh Nutt) a concentré ses composés glucidiques au niveau foliaire. Costa et
Spitz (1997) ; Dubey et Singh (1999) suggérent que I’accumulation de glucide soluble a
été rapportée en réponse a différents stress environnementaux et particuliérement les
métaux. C’est une stratégie adoptée par les plantes afin de résister aux contraintes du
milieu (Bajji et al .,1998 ; El Midaoui et al., 2007). Ceci s’accorde avec de nombreux
travaux qui rapportent une augmentation de la teneur en glucides solubles sous I’effet du

plomb dans Chlorella vulgaris (Bajguz, 2011) , et des métaux lourds comme I’aluminium
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(Mishra et Dubey, 2008) , I’arsénite (Jha et Dubey, 2005 ; Choudhury et al., 2010) , et
le cadmium dans le riz (Verma et Dubey, 2001). Pour khedim et al., (2017),
I'accumulation de sucres solubles est plus élevée dans les feuilles que dans les racines de
I'Atriplex canescens sous traitement de 3000 ppm de cuivre. Selon Clifford et al (1998),
I’accumulation des sucres solubles peut résulter d’une augmentation de I’hydrolyse de
I’amidon puisqu’il a enregistré, simultanément, une diminution de 1’amidon et une
accumulation de sucre soluble dans les tissus stresses. Cette accumulation pourrait avoir un
réle osmotique empéchant la déshydratation des cellules et le maintien de la balance de la
force osmotique pour garder la turgescence et le volume cytosolique aussi élevés
(Bouzoubaa et al ., 2001). Des corrélations significatives ont été établies en conditions
salines et métalliques en teneur des feuilles en sucres solubles totaux de certaines espéces

comme le tournesol, le haricot, la tomate et le riz (EI Medaoui et al., 2007).
V- Pour les Antioxydants
a- polyphénols totaux et flavonoides

L’accumulation des polyphénols totaux et des flavonoides est plus élevée dans les
feuilles des plantes stressées au 0.5 et 3% de NaCl combiné avec 3000 ppm de cuivre.
Ces résultats sont concordants a ceux de Gao et al .,( 2008) ; Lotmani et Mesnoua .,
(2011), qui ont montré une augmentation de la capacité des antioxydants de I'Ariplex
halimus pour faire face au stress du cuivre. L’augmentation de la dose de plomb (2000
ppm ) provoque chez le radis (Raphanus sativus L.) une augmentation totale des
polyphénols et des flavonoides aprés 45 jours de stress ,(Neggaz et Yssaad, 2018).
Anshula et Gurpreet, (2013) confirment I'effet toxique de cuivre qui augmente 1’activité
des antioxydants chez la plante Chickpea (Cicer arietinum L). La synthése des polyphénols
augmente proportionnellement avec 1’augmentation de la teneur des sels chez
I’orge, ’artichaut et le piment rouge (Ali et Abbes ,2003; Ksouri et al ., 2007 ;
Rezazadah et al .,2012). Une hausse en polyphénol, suite a I’augmentation de la salinité,
est signalée chez I’orge (Ali et Abbes, 2003) et le mais (Hajlaoui et al., 2009). Les
travaux de Awika et Rooney (2004) et de De Abreu et Mazzafera (2005) concluent que
les réponses des espéces varient considérablement dans leur teneur en composés
phénoliques liée a leur variabilité génétique et a leur environnement. Selon Rezazadeh et

al (2012) les teneurs en flavonoides chez les feuilles de 1’artichaut (Cymara scolymus)
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augmentent avec 1’augmentation des concentrations salines, et chez les feuilles d’okra

(Abelmoschus esculentus L) sous stress de NaCl (Bendkhel et Denden., 2012).

Les niveaux ¢levés de salinité, [’absorption de certains métaux, substances
principales a la synthése des métabolites secondaires comme les flavonoides (Waring et
Pittman, 1985). Ceci est di aussi aux troubles de 1’activité enzymatique a cause d’une
salinit¢ accentuée, qui diminue la photosynthése et par la suite I’augmentation et la
synthése des flavonoides (Wong et al., 2006). Cette augmentation est plus élevée dans la
partie aérienne du radis sous traitement de 2000 ppm de plomb, (Neggaz and Yssaad,
2018). Une augmentation significative de la synthése des flavonoides en réponse de
I’application de I’acide salicylique est observée chez plusieurs espéces telles que
Matricaria chamomilla (Kovacik et al., 2009), Taraxacum officinale (Kim et al., 2009),
Zingiber officinale et Silypbum marianum (Khalili et al., 2009 ; Ghasemzadeh et Jaafar,
2012) et Calendula officinalis L.(Pacheco et al., 2013).

VI = Pour le bilan minéral

a-Sodium

La salinité révéle une variabilité cationique de la réponse de 1’Atriplex comme étant
un bon marqueur physiologique au stress salin. Nos résultats montrent une augmentation
du Na* dans les feuilles par rapport aux racines, sous ’effet du stress appliqué, cette
augmentation est remarquable au niveau de 0.5 et 3 % de NaCl combiné avec le cuivre.
D’aprés Bouaouina et al (2000), I’accumulation cellulaire de Na* chez le blé augmente
avec la concentration de NaCl. Reiman (1993), rapporte que, chez les espéces du genre
Atriplex, il y a une translocation préférentielle des ions Na* vers la partie aérienne. Chadli
et Belkhodja (2007), notent que I’apport d’une solution saline au NaCl plus CaCl, ou a
’eau de mer provoque chez les plantes de la féve Vicia faba L, une migration du Na* vers
les parties aériennes avec une forte accumulation de sodium dans les tiges des plantes.
Dans les racines, le sodium atteint son maximum a salinit¢ modérée (300 meq de
NaCl+CaCl2), alors que sous stress salin séveére (400 meq et a 1’eau de mer), son
accumulation ralentit lentement. Il est concu que la tolérance a la salinité chez les
glycophytes est leur capacité a éviter 1’accumulation excessive foliaire de cations
monovalents, notamment le Na* (Lazof et Cheeseman., 1988 ; et Belkhodja, 1996). Des
travaux menés par Tremblin et Ferard (1994) . ; Ouerghi et al (1998), montrent que les

teneurs en Na* sont plus élevées dans les parties aériennes et que ce cation migre vers les
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feuilles pour s’y accumuler. Ce transfert de Na* des racines vers les parties aériennes et
son enrichissement augmente avec 1’intensité et la durée du stress salin (Ouerghi et al.,
2000). Les mémes observations sont rapportées chez le blé sous I’action combinée du sel
et du plomb (Khizar et al. ,2013), et chez I’Atriplex canescens (Ghellai, 2014). Alors
qu’Azzouz (2011), rapporte cette réduction du cation seulement dans les racines de la feve
(Vicia faba) sous I’effet du plomb.

b- Potassium

Le potassium joue un role dans le contréle de la turgescence cellulaire (Sairam et
Tyagi, 2004), et contribue également dans la réduction du potentiel osmotique des cellules
racinaires pour faciliter les processus de solutés (Houala, 2007). L’accumulation du k"
dans la plante augmente dans les feuilles par rapport aux racines dans les différents
traitements du stress combiné. L’effet du potassium sur les feuilles par rapport aux racines
est significatif. Nos résultats convergent vers ceux obtenus par Boukraa (2008) sur les
plantes d’Atriplex halimus traitées au 300 et 600 meq du NaCl et NaCl+CaCl,, ou les
teneurs de potassium baissent dans les feuilles quand le milieu salin est concentré en
NaCl, mais augmentent dans les tiges, comparativement aux plantes témoins. Par ailleurs,
avec I’utilisation du NaCl+CaCl,, Ould el Hadj-Khelil, 2001, signale que les teneurs en k*
diminuent dans les plantes de tomate cultivées en présence de NaCl a 50et 100umol de
NaCl.

-Accumulation du cuivre dans les feuilles et racines de la plante

Les résultats trouvés ont permis de mettre en évidence la capacité de [’Atriplex
canescens a accumuler le cuivre, toutefois, ’accumulation du cuivre est plus importante
dans les feuilles comparativement aux racines. Des études faites par Chaignon, (2001)
ont montré que le cuivre était dans un premier temps accumulé au niveau des racines, puis,
aprés 14 semaines de culture, I’élément était mobilisé vers les parties aériennes. Les
teneurs en métaux lourds obtenues dans les biomasses seéches des plantes sont supérieures
aux valeurs obtenues avec les concentrations critiques au-dessus desquelles les effets de
toxicité sont possibles (Kabata-Pendias and Pendias, 1992). Des études antérieures
réalisées avec le colza sur des sols contaminés, montrent une accumulation du Pb, de Cu,
Cd et du Zn dans la biomasse de la plante (Blaylock et al., 1997). Des résultats similaires
ont été aussi trouvés par Thi My (2009) avec Lantana camara sur des sols contaminés au

Pb. Les données de Santosh et al. (2009) sur le Jatropha curcas confirment les résultats
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des auteurs précédents. En effets, les travaux de Santosh et al. (2009) ont revelé des
biomasses croissantes des organes végétaux de J. curcas sur des sols contaminés par les
métaux lourds , déchets urbains , biofertilisants. Des résultats semblables ont été observés
pour le bouleau, I’érable, le tilleul, le saule (Piczak et al., 2003) et le peuplier (Laureysens
et al., 2004). Aux Etats-Unis, Alyssum corsicum et Alyssum corsicum sont utilisées pour la
phytoextraction du nickel; elles peuvent accumuler plus de 2000 mg/kg de nickel dans les
parties aériennes (Chaney et al., 2007). Chez Armeria maritima subsp. halleri, dans les
feuilles du marron (les plus agées), les concentrations en Cu, Cd, Zn et Pb sont 3 a 8 fois
celles des jeunes feuilles (Dahmani-Muller, 1999). Cette observation suggére un transport
interne depuis des feuilles vertes, encore actives d’un point de vue photosynthétique, vers
les feuilles qui sont sur le point de tomber, préservant ainsi la photosynthése tout en
détoxiquant la plante. Une accumulation de Cd a été également observée dans les

trichomes de plusieurs especes (Salt et al., 1995).

L’ensemble de ces résultats indique que 1’Atriplex canescens adopte le mécanisme
interne de détoxication de cuivre combiné avec le sel, par une augmentation des
bioindicateurs du stress (la proline et sucre soluble) suivie par des dégradations de protéine
et les chlorophylles. Les effets du stress salin et métallique sur la photosynthése montrent
que les échanges gazeux ( transpiration et conductance stomatique) entre la plante et
I'atmosphere diminuent les flux dans les plantes traitées, et également amplifiées par une
diminution de la surface foliaire, ce qui va diminuer I'accumulation des sels dans les tissus,
et explique que la réduction de la photosynthése n'est reliée qu’a I'étage foliaire mais aussi
a la réduction de la surface foliaire , la surface foliaire de 1’Atriplex canescens étant plus
restreinte, et implique ainsi une réduction du nombre de stomates conduisant a une
économie d’eau plus élevée (Munns et al., 2002). Cet effet influe sur le changement dans
I’existence des antioxydants caractérisé par I’augmentation des polyphenols et flavonoides.
Il existe aussi des variations des parametres biométriques, hydriques, en fonction des
doses de stress appliquées. Nous avons observé gque la contamination des substrats par le
cuivre combiné avec NaCl, entrainait une augmentation de 1’accumulation en cuivre dans
les plantes stressées, surtout dans les feuilles, et dans une moindre mesure dans les parties
souterraines. Cette variation montre la synthése de molécules de défense comme les
composés phénoliques et les alcaloides (Pasquier, 2012) mais elle est également

synthétisée en cas de stress osmotique (Shen et al., 1989).
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Enfin, les conséquences de I’intensité de la salinité combinée avec le cuivre révelent
une bonne tolérance de I’Atriplex canescens. Le stress abiotique se traduit par des
changements physiologiques, biochimiques et moléculaires qui affectent la croissance de la
plante et sa productivité (Ben Naceur et al., 2001 ; Wang et al., 2001). A cet effet, on
constate que I’Atriplex canescens possede des mécanismes qui lui permettent de tolérer
I’exces de cuivre combiné avec NaCl, jusqu’a 3000 ppm de cuivre combiné avec 3 % de
NaCl.
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La phytoremédiation constitue une nouvelle technologie permettant de dépolluer les
sols contaminés par I’utilisation de plantes. Parmi les différents aspects possibles de cette
méthode, figure la phytoextraction basée sur 1’absorption et 1’accumulation du polluant
dans les parties aériennes. Pour étre efficace, il est nécessaire de disposer de plantes
présentant une biomasse ¢levée. L’objectif de ce travail a été d’étudier 1’utilisation d’une
plante accumulatrice «Atriplex canescens » dans la phytoremédiation au niveau des sols
salés et pollués. L’étude a porté sur I’exposition des plantes de 1’ Atriplex canescens au
NaCl combiné avec le cuivre avec différentes concentrations 0.5et 3% de NaCl et 2000 ,

2500 et 3000 de cuivre pendant un mois.
L’analyse biométrique et hydrique a montré:

- Une diminution légere de la hauteur des tiges des plantes stressées
- Une augmentation de volume racinaire

- Une diminution de la surface foliaire

- Une diminution de TE, RWC et RWL chez les plantes stressées de maniére
générale, cette diminution hautement significative chez les plantes sous traitement de 0.5 et
3 % de NaCl combinée avec 3000 ppm de cuivre.

L’analyse biochimique a montré :

- Une diminution hautement significative de chlorophylle «a » chez les plantes

sous stress salin et cuivre par rapport au témoin.

- Une diminution remarquable de la chlorophylle «b » chez les
plantes stressées

- Une diminution significative de la chlorophylle «a+b ».

- Une diminution des protéines

- Lasynthese et accumulation de la proline

- Une augmentation des sucres solubles

En réponse au stress oxydatif la plante a induit la synthése d’antioxydants non
enzymatiques. Les résultats obtenus montrent :

- Une augmentation des antioxydants (polyphénols, flavonoides), d’autre part, ces
résultats montrent que le stress salin engendre un stress oxydatif, cela se traduit par une
accumulation de peroxyde d’hydrogene.

Ceci montre une relation entre la biosynthese de la proline, 1’accumulation des sucres

solubles et 1’¢lévation des taux de polyphenols, flavonoides, cette relation est plus
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importante dans les feuilles des plantes stressées par 2500et 3000 de cuivre combiné avec
3% de NaCl.

- Cette étude montre aussi que ’espéce de 1’Atriplex canescens semble étre tolérante

au sel et au cuivre sous ces conditions expérimentales. Ceci est témoigné par :

- Accumulation du Na* et du K* dans les feuilles et les racines de cette
espece

- Accumulation du cuivre, qui était plus élevée dans les feuilles que

dans les racines
A cet effet, on constate que I’Atriplex canescens possede des mécanismes qui lui
permettent de tolérer 1’excés de cuivre combiné avec NaCl, jusqu'a 3000 ppm de cuivre

combiné avec 3 % de NaCl.
Suite aux résultats que nous venons de décrire, nous pouvons proposer quelques
orientations afin d’apporter de nouvelles informations sur les réponses des plantes aux

stress salins et métalliques.

- Il serait important de tester la capacité phytoremédiatrice de cette espéce sous
d’autres conditions expérimentales en tenant compte de 1’age de la plante car elle répond

aux contraintes environnementales de maniére différente au cours de son développement.

- Il serait aussi intéressant de tenir compte de la durée du stress pour mieux valoriser
la réponse de la plante.

- Il serait important d’augmenter les concentrations phytoremédiantes vis-a-vis des
sols tres pollués.

- Généralement, les sols sont pollués par plusieurs métaux, dans ce contexte, il serait
souhaitable de faire d’autres études sur cette espéce sous diverses contraintes métalliques.

Enfin, nous recommandons une valorisation des résultats de la recherche scientifique
sur les techniques de phytoextraction. Si les résultats obtenus avec les plantes cultivés en
pots en serre donnent des résultats satisfaisants, un suivi de plantes cultivées sur des sites
pollués sera nécessaire pour se rapprocher d’avantage des conditions naturelles et proposer
cette espece comme une alternative économique et écologique a 1’extraction chimique des
métaux sur les sites contaminés. L'ensemble des résultats obtenus constitue une premiere
étape vers une étude approfondie des plantes accumulatrices, bio-indicatrices, tolérantes,
excluantes et méme hyperaccumulatrices des diverses polluants inorganiques et

organiques.
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ANNEXES 01 .Traitement statistiques des résultats des parameétres biométriques «la

longueur des tiges d’Atriplex canescens, mises en culture

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 1298,822 35 37,109
VAR.FACTEUR 1 16,625 2 8,313 0,238 0,79269
VAR.FACTEUR 2 338,824 3 112,941 3,232 0,03967
VAR.INTER F1*2 104,582 6 17,43 0,499 0,80409
YAR.RESIDUELLE 838,79 24 34,95 5,912 10,49%
ANNEXES 02 .Traitement statistiques des résultats des parameétres biométriques «la
surface foliaire d’Atriplex canescens, mises en culture»
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 8,872 35 0,253
VAR.FACTEUR 1 0,803 2 0,401 1,968 0,15986
VAR.FACTEUR 2 0,514 3 0,171 0,839 0,48793
VAR.INTER F1*2 2,66 6 0,443 2,173 0,08118
YAR.RESIDUELLE 4,896 24 0,204 0,452 20,78%
ANNEXES 03 .Traitement statistiques des résultats des parametres biométriques
«volume racinaire d’Atriplex canescens, mises en culture»
S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 8,872 35 0,253
VAR.FACTEUR 1 0,803 2 0,401 1,968 0,15986
VAR.FACTEUR 2 0,514 3 0,171 0,839 0,48793
VAR.INTER F1*2 2,66 6 0,443 2,173 0,08118
YAR.RESIDUELLE 4,896 24 0,204 0,452 20,78%
ANNEXES 04 .Traitement statistiques des résultats des parameétres hydriques «TE
d’Atriplex canescens, mises en culture»
S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 1251,683 35 35,762
VAR.FACTEUR 1 326,709 2 163,355 8,151 0,00208
VAR.FACTEUR 2 241,671 3 80,557 4,02 0,01877
VAR.INTER F1*2 202,312 6 33,719 1,682 0,16804
VAR.RESIDUELLE 480,99 24 20,041 4,477 6,13%

1
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F1 LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
3.0 77,223 A

2.0 71,393 B

1.0 Finl 70,391

F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 77,39 A

4.0 72,287 B

1.0 F2nl 71,584 B

2.0 70,749 B

ANNEXES 05 .Traitement statistiques des résultats des parameétres hydriques «<RWC
d’Atriplex canescens, mises en culture»

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.Vv.
VAR.TOTALE 1999,529 35 57,129
VAR.FACTEUR 1 426,542 2 213,271 4,918 0,01604
VAR.FACTEUR 2 114,075 3 38,025 0,877 0,46901
VAR.INTER F1*2 418,107 6 69,684 1,607 0,18797
YAR.RESIDUELLE 1040,806 24 43,367 6,585 8,04%
F1 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
1.0 Finl 84,482 A
3.0 84,203 A
2.0 77,045 B

ANNEXES 06 .Traitement statistiques des résultats des paramétres hydriques «<RWL
Aprés 30° d’Atriplex canescens, mises en culture»

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.v.
VAR.TOTALE 0 35 0
VAR.FACTEUR 1 0 2 0 2,22 0,12861
VAR.FACTEUR 2 0 3 0 2,02 0,13667
VAR.INTER F1*2 0 6 0 2,06 0,09599
YAR.RESIDUELLE 0 24 0 0,002 43,58%
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ANNEXES 07 .Traitement statistiques des resultats des parametres hydriques «<RWL
Apres 60 d’Atriplex canescens, mises en culture

S.CE DDL CM. TESTF PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 0 35 0
VAR.FACTEUR 1 0 2 0 0,683 0,51905
VAR.FACTEUR 2 0 3 0 0,06741
VAR.INTER F1*2 0 6 0 0,921 0,49818
YAR.RESIDUELLE 0 24 0 0,002 44,93%

ANNEXES 08 .Traitement statistiques des résultats des parametres hydriques «<RWL
Aprés 120° d’Atriplex canescens, mises en culture»

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.

VAR.TOTALE 0 35 0
VAR.FACTEUR 1 0 2 0 1,234 0,30926
VAR.FACTEUR 2 0 3 0 1,068 0,38213
VAR.INTER F1*2 0 6 0 0,765 0,60621
VAR.RESIDUELLE 0 24 0 0,002 81,60%
1

ANNEXES 09 .Traitement statistiques des résultats des parametres biochimiques

«Teneur de chlorophylle a d’Atriplex canescens, mises en culture»

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. CV

Var. Totale 0,073 35 0,005 0,005 0,093
Var. Facteurl 0.0524 2 0.0012 0.022
VAR.FACTEUR 2 0.0542 3 0.0015 0,093 0.04
VAR.INTER F1*2 0.0123 6 0.0048 0.001
VAR.RESIDUELLE 1 0.1254 24 0.012

ANNEXES 10 .Traitement statistiques des résultats des parametres biochimiques
«Teneur de chlorophylle b d’Atriplex canescens, mises en culture»

Corrélation du dosage et chlorophylle b

Récapitulatif des modéles®

Modele r R-deux R-deux ajusté Erreur standard de Changement dans les statistiques
I'estimation Variation de R- | Variation de F ddi1 ddI2 Sig.
deux Variation
de F
1 ,972% ,944 ,943 47633 ,944 774,119 46 ,000

a. Valeurs prédites : (constantes), DOSAGE

b. Variable dépendante : CHLOB
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Modéle

Coefficients non standardisés

Coefficients

standardisés

Erreur standard

Béta

Sig.

(Constante)

DOSAGE

9,126

-,554

,129

,020

-,972

70,566

-27,823

,000

,000

ANNEXES 11 .Traitement statistiques des résultats des parameétres biochimiques
«Teneur de chlorophylle a+b d’Atriplex canescens, mises en culture»

Test échantillons appariés

Différences appariées t ddl Sig. (bilatérale)
Moyenne Ecart-type
Paire 1 témoin - Nacl0,5% 2,18250 1,37585 3,173 3 ,050
Paire 2 témoin - Nacl3% 3,50725 ,18082 38,792 3 ,000
Paire 3 témoin - cuivre 2000ppm 3,44375 ,22416 30,726 3 ,000
Paire 4 témoin - cuivre 2500ppm 5,08775 ,59330 17,151 3 ,000
Paire 5 témoin - cuivre 3000ppm 7,49750 ,40803 36,749 3 ,000
Paire 6 témoin - Nacl0,5%+ cuivre 2000ppm 7,04375 ,25257 55,778 3 ,000
Paire 7 témoin - Nacl0,5%-+ cuivre 2500ppm 7,72250 ,56506 27,333 3 ,000
Paire 8 témoin - Nacl0,5%-+ cuivre 3000ppm 10,78000 , 18385 117,271 3 ,000
Paire 9 témoin - Nacl3%-+ cuivre 2000ppm 11,09750 ,24690 89,896 3 ,000
Paire 10  témoin - Nacl3%-+ cuivre 2500ppm 12,45750 , 36981 67,373 3 ,000
Paire 11 témoin - Nacl3%-+ cuivre 3000ppm 14,68500 ,18065 162,582 3 ,000
Modele r R- R-deux ajusté | Erreur standard Changement dans les statistiques
deux de l'estimation | variation de | Variation de F ddi1 ddi2 | Sig.
R-deux Variati
on de
F
1 ,981° ,962 ,961 ,86414 ,962 1155,555 1 46 ,000
a. Valeurs prédites : (constantes), DOSAGE
b. Variable dépendante : CHLOAB
Coefficients®
Modéle Coefficients non standardisés Coefficients t Sig.
standardisés
A Erreur standard Béta
(Constante) 20,480 ,235 87,289 ,000
DOSAGE -1,228 ,036 -,981 -33,993 ,000
a. Variable dépendante : CHLOAB
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Différences appariées t ddl Sig. (bilatérale)
Moyenne Ecart-type
Paire 1 témoin - Nacl0,5% -,21800 ,11996 -3,634 3 ,036
Paire 2 témoin - Nacl3% -,44425 ,12922 -6,876 3 ,006
Paire 3 témoin - cuivre 2000ppm -,46800 ,09811 -9,541 3 ,002
Paire 4 témoin - cuivre 2500ppm -,56950 ,09686 -11,759 3 ,001
Paire 5 témoin - cuivre 3000ppm -,63625 ,08210 -15,499 3 ,001
Paire 6 témoin - Nacl0,5%-+ cuivre 2000ppm -,69900 ,10568 -13,229 3 ,001
Paire 7 témoin - Nacl0,5%-+ cuivre 2500ppm -,72550 ,02949 -49,203 3 ,000
Paire 8 témoin - Nacl0,5%-+ cuivre 3000ppm -, 75725 ,10376 -14,596 3 ,001
Paire 9 témoin - Nacl3%+ cuivre 2000ppm -1,03600 ,13650 -15,180 3 ,001
Paire 10 témoin - Nacl3%-+ cuivre 2500ppm -1,14600 ,14088 -16,270 3 ,001
Paire 11 témoin - Nacl3%-+ cuivre 3000ppm -1,55525 ,08468 -36,732 3 ,000

ANNEXES 12 .Traitement statistiques des résultats des parameétres biochimiques
«Teneur de proline d’Atriplex canescens, mises en culture»

Corrélation du dosage et de la proline

Récapitulatif des modéles®

Modeéle r R-deux R-deux Erreur standard de Changement dans les statistiques
ajusté I'estimation Variation de R- | Variationde F | ddI1 ddI2 Sig. Variation de
deux E
1 ,941% ,886 ,884 ,13964 ,886 357,630 1 46 ,000

a. Valeurs prédites : (constantes), DOSAGE
b. Variable dépendante : PROLINE

Coefficients®

Modele Coefficients non standardisés Coefficients t Sig.

standardisés

A Erreur standard Béta

(Constante) 1,118 ,038 29,491 ,000

DOSAGE ,110 ,006 ,941 18,911 ,000
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ANNEXES 13 .Traitement statistiques des résultats des parameétres biochimiques
«Teneur de sucre soluble d’Atriplex canescens, mises en culture

Test échantillons appariés
Différences appariées t ddl Sig.
Moyenne Ecart-type (bilatérale)
Paire 1 témoin - Nacl0,5% -,12750 ,05654 -4,510 3 ,020
Paire 2 témoin - Nacl3% -,06000 ,02588 -4,636 3 ,019
Paire 3 témoin - cuivre 2000ppm -,06950 ,02205 -6,303 3 ,008
Paire 4 témoin - cuivre 2500ppm -,12175 ,02874 -8,471 3 ,003
Paire 5 témoin - cuivre 3000ppm -,18750 ,06222 -6,027 3 ,009
Paire 6 témoin - Nacl0,5%+ cuivre 2000ppm -,03775 ,02164 -3,489 3 ,040
Paire 7 témoin - Nacl0,5%¢+ cuivre 2500ppm -,11575 ,01310 -17,673 3 ,000
Paire 8 témoin - Nacl0,5%+ cuivre So4 3000ppm -,16000 ,05286 -6,054 3 ,009
Paire 9 témoin - Nacl3%+ cuivre 2000ppm -,13175 ,01936 -13,609 3 ,001
Paire 10 témoin - Nacl3%-+ cuivre 2500ppm -,38950 ,03672 21,215 3 ,000
Paire 11 témoin - Nacl3%+ cuivre 3000ppm -,57975 ,26227 -4,421 3 ,021
Corrélation du dosage et des sucres solubles
Récapitulatif des modéles®
Modele R R-deux | R-deux | Erreur standard Changement dans les statistiques
ajusté | de l'estimation | Variation | Variation ddi1 ddl2 | Sig. Variation
de R-deux de F de F
1 ,662° 438 426 ,13302 438 35,834 1 46 ,000
a. Valeurs prédites : (constantes), DOSAGE
b. Variable dépendante : SUCRE
Coefficients®
Modéle Coefficients non standardisés Coefficients t Sig.
standardisés
A Erreur standard Béta
(Constante) ,055 ,036 1,521 ,135
DOSAGE ,033 ,006 ,662 5,986 ,000
a. Variable dépendante : SUCRE
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ANNEXES 14 .Traitement statistiques des résultats des parameétres biochimiques

«Teneur de protéine d’Atriplex canescens, mises en culture»

SS DF MS F PROB Sdt C.V.
VAR.TOTAL 4,343 8 0,543
VAR.FACTOR 1 1,722 2 0,861 1,972 0,21939
RESIDUAL 1 2,621 6 0,437 0,661 4,50%
ANNEXES 15 .Traitement statistiques des résultats des antioxydants «Teneur de
polyphenols d’Atriplex canescens, mises en culture»
Effet de 0.5% de NaCl combiné avec 2000, 2500,3000 ppm du cuivre
Analyse de Variance
SS DF | MS F PROB Sdt C.V.
VAR.TOTAL 40133,89 11 3648,535
VAR.FACTOR 1 39946,9 3 13315,63 569,677 0
RESIDUAL 1 186,992 8 23,374 4,835 4,37%
F1 HEADINGS MEANS Homogeneous Groups
4.0 Fin4 178,9 A
3.0 F1n3 172,767 A
2.0 F1n2 159,8 B
1.0 Finl 31,633
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ANNEXES 16 .Traitement statistiques des résultats des antioxydants «Teneur

flavonoides d’Atriplex canescens, mises en culture»

SS DF MS F PROB Sdt C.v.
VAR.TOTAL 0,005 11 0
VAR.FACTOR 1 0,004 3 0,001 14,537 0,00156
RESIDUAL 1 0,001 8 0 0,01 6,97%

ANNEXES 17 .Traitement statistiques des résultats des minéraux
feuilles d’Atriplex canescens, mises en culture»

«Teneur sodium des

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.Vv.
VAR.TOTALE 2054799 47 43719,13
VAR.FACTEUR 1 579172,4 2 289586,2 37,806 0
VAR.FACTEUR 2 703609,9 3 234536,6 30,619 0
VAR.INTER F1*2 496264,3 6 82710,71 10,798 0
YAR.RESIDUELLE 275752,8 36 7659,799 87,52 20,68%
LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
Fl F2
3.0 20 817,95 A
3.0 3.0 696,25 A
2.0 1.0 F2nl 541,75 B
1.0 2.0 Finl 497 B C
2.0 3.0 495 B Cc
2.0 20 417 B C D
3.0 4.0 363 B Cc D
3010 F2nl 357,8 B Cc D
1.0 3.0 Finl 314 Cc D
1.0 4.0 Finl 239,85 D E
2.0 4.0 231,175 D E
1.0 1.0 Finl F2nl 107,975 E




ANNEXES

ANNEXES 18 .Traitement statistiques des résultats des minéraux
racines d’Atriplex canescens, mises en culture»

«Teneur sodium des

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.v.
VAR.TOTALE 64352010 47 1369192
VAR.FACTEUR 1 49850080 2 24925040 448,314 0
VAR.FACTEUR 2 7082052 3 2360684 42,46 0
VAR.INTER F1*2 5418372 6 903062 16,243 0
YAR.RESIDUELLE 2001504 36 55597,33 235,791 8,69%
F1 F2 LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
3.0 10 F2nl 4133,25 A
2.0 20 39445 A
3.0 20 3576,75 B
2.0 3.0 3395,5 B
3.0 4.0 3293,75 B
2.0 1.0 F2nl 3270,75 B
2.0 4.0 3211,25 B
3.0 3.0 2639,5
1.0 2.0 Finl 2367,5
1.0 1.0 Finl F2nl 1030,25
1.0 3.0 Finl 901,25
1.0 4.0 Finl 787,75

ANNEXES 19 .Traitement statistiques des résultats des minéraux
feuilles d’Atriplex canescens, mises en culture

«Teneur cuivre des

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.v.
VAR.TOTALE 1054799 47 43719,13
VAR.FACTEUR 1 579172,4 2 289586,2 37,806 0.051
VAR.FACTEUR 2 703609,9 3 234536,6 30,619 0.036
VAR.INTER F1*2 496264,3 6 82710,71 10,798 0.0258
YAR.RESIDUELLE 275752,8 36 7659,799 87,52 20,68%

ANNEXES 20. Protocole expérimentale (mode d’opératoire)

Dosage de cuivre : Le cuivre est utilisé sous la forme de CuSO4, 5H20 qui est mise en solution dans de 1’eau

distillée. Afin d’obtenir une concentration de 2000 ppm, 2500 ppm, 3000 ppm et 3500 ppm nous avons procédé
aux calculs ci-dessous : Poids =C (mg/1 ou ppm). v(I) * M CuSO4 ,5 H20 (g/mol)/MCu (g/ mol).

Cuivre ppm

2000

2500

3000

CuSO4 5 H20(q)

5.02

6.27

7.53
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Dosage de NaCl :

NaCl (%) 05 3

g/l 5 30

I- Paramétres biométriques
1-1- Lalongueur des tiges :
Durant la duré du stress, les longueurs des tiges sont mesurées chaque semaines et les valeurs données sont
les moyennes obtenues des quatre répétitions par traitement.
I-2- lasurface foliaire :
la surface foliaire (Sf) est estimée selon la méthode de (Paul et al ., 1979), elle consiste a placer une
feuille de papier calque, découper ses contours, puis peser la partie du calque qui représente la feuille (Pf),

enfin déterminer par des pesées le poids correspondant a une surface (Sq) connue d’un carré de méme

papier calque et a déduire la surface de la feuille (Sf) par la formule suivante : Sf (cm? = &f-5q)

1-3- levolume racinaire :
Il est mesuré par immersion du systéme racinaire dans une éprouvette graduée (en ml) remplie d’eau, selon
le principe de la poussée d’Archiméde, soit : Le volume d’un corps immergé est égal au volume du liquide

déplacé (dénivellation).
Il Paramétres Hydriques

1- lateneur en eau (TE) :

La teneur en eau de toute la plante est la différence entre le poids frais et le poids sec (dessechement a 80 °C
pendant 48h). Cette différence est exprimée en pourcentage par rapport a la matiere seche selon la formule
suivante :

TE = ((PF-PS) / PF) x100
Avec : TE : teneur en eau des plants (en %)
PF : poids frais juste aprés prélévement (en g)

PS: poids sec apres 48 heures de séchage a I’étuve (en g)

2- La teneur relative en eau (RWC) :

Elle est déterminée selon la méthode de (BARRS et WEATHERLEY., 1968 ; SCIPPA). Le limbe
foliaire coupé a sa base, est immédiatement pesé pour déterminer le poids frais (PF). Les feuilles sont ensuite
placées dans un tube a essai contenant de I'eau distillée, puis maintenu a I'obscurité a 4°C pendant 12 heures. Ces
feuilles sont récupérées et essuyées délicatement avec un papier buvard et pesées a nouveau pour déterminer le
poids en pleine turgescence (Ppt). Le poids sec (PS) est déterminé aprés passage des feuilles dans une étuve
pendant 48 heures a 80°C.

La teneur relative en eau est calculée par la formule suivante proposée par (Barrs et Weatherley., 1962)

adoptée plus tard par (Scippa et al .,2004).

Pf—Ps
Ppt—Ps

RWC (%) = x 100
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3- La perte d'eau par transpiration (RWL) :

Elle est évaluée selon la méthode de (Clarke et Mclaig., 1982). La feuille est coupée a la base du limbe,
la partie sélectionnée est trempée immédiatement dans un tube a essai rempli d'eau distillée et placé a I'obscurité
a une température de 4°C pendant 12 heures. A la pleine turgescence, les feuilles sont essuyées et pesées, ce qui
constitue le poids initial (Pi). Elles sont ensuite placées sur une paillasse au laboratoire, a température ambiante.
Des pesées sont effectuées a trois temps différents : aprés 30 min (RWL 30), 60 min (RWL 60) et 120 min
(RWL 120).

La perte d’eau par transpiration est déterminée par 1’équation selon (CLARKE et MCKAIG .,1982)
puis( ARAUS et al .,1991)

RWL,(mg d’eau perdu.em™.min"1) = (Pi -pt,,.

surface.temps

111 Les parameétres biochimiques :

1- Dosage de la chlorophylle

L’extraction de la chlorophylle a et b est réalisé selon la méthode de Lichtenthaler (1987) et Shabala et al. (I

998) et au niveau de I’avant derniére feuille.

Dans des tubes a essai, on ajoute a 100 mg d’échantillon frais, coupé en petits fragments, 10 ml
d’acétone a 95%, I’ensemble est conservé a 1’obscurité et a 4°C pendant 48 heures. Les concentrations de la
chlorophylle « a », de la chlorophylle « b » sont effectués a I’aide d’un spectrophotométre a UV a des densités

optiques respectives de 662 nm et 664 nm.

L’appareil est étalonné avec la solution témoin a base d’acétone a 95%. Les teneurs de la chlorophylle
a, de la chlorophylle b et les chlorophylles totales sont calculées par les formules suivantes :
Chl a=9,784 x Do (662) - 0,99 x Do (664)
Chl b =21,42 x Do (664) - 4,65 x Do (662)
Chlorophylle totale = Chl a + Chl b.

2-dosage des Protéines :

La technique utilisée pour le dosage des protéines totales est celle de Bradford (1976) qui utilise le BSA
(Le sérum d’albumine de bovin) comme standard. On prend 100mg d’échantillon, pui on procéde a leur broyage
a ’aide d’un mortier et un peu d’eau distillée aprés on récupére dans des tubes a essai un peu d’eau de chaque
prélévement broyé (0.1mg) auquel on ajoute 05 goutes d’eau distillée .Puis dans des tubes a essai on préléve 0.2
ml de la solution précédente et 1.6 ml d’eau distillée .cinq munites avant la lecture on ajoute 0.2 ml du réactif de
Bradford. Le dosage se fait au spectrophotométre a la longueur d’onde 595 nm aprés I’étalonnage de 1’appareil
par une solution témoin contenant 108 d’eau distillée avec 0.2 mm de réactif de Bradford .La quantité des

protéines a été déterminée ca partir de la formule :

Y=0.106 X+0.012 Y :densité optique X : quantité de protéine en (mg/I)
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& absr ——Linéaire (absr)

v = 0,106x + 0,012
1,2 1 R?=0,981

densité optique

0 T T 1
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concetration (mg/ml)

Courbe d’étalonnage des protéines
3 - Dosage des sucres solubles

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés méthyles et les polysaccharides) sont
dosés par la méthode au phénol de Dubois et Al. (1956). Elle consiste a prendre 100 mg de matiére seche
placées dans des tubes a essais, on ajoute 3 ml d’éthanol a 80% pour faire I’extraction des sucres. On laisse a
température ambiante pendant 48h a 1’obscurité. Au moment du dosage les tubes sont placés dans I’étuve a 80°C
pour faire évaporer 1’alcool. Dans chaque tube on ajoute 20ml d’eau distillée a I’extrait. C’est la solution a
analyser. Dans des tubes a essais propres, on met 2ml de la solution a analyser, on ajoute 1ml de phénol a 5% (le
phénol est dilué dans de ’eau distillée); on ajoute rapidement Sml d’acide sulfurique concentré 96% tout en
évitant de verser de 1’acide contre les parois du tube. On obtient, une solution jaune orange a la surface, on passe
au vortex pour homogénéiser la couleur de la solution. On laisse les tubes pendant 10mn et on les place au bain-
marie pour 10 a 20mn a une température de 30°C (La couleur de la réaction est stable pendant plusieurs heures.).
Les mesures d’absorbances sont effectuées a une longueur d’ondes de 485 nm .

La courbe d’étalonnage est réalisée selon 1’équation suivante: Y= 1.780x-0.040.

Sucres solubles

18 = 1,780x - 0,040 R4
1,6 y=1, X-U, R

2 _
1,4 R*=0,993

1,2
1 oL B
0,8

0,6 e
0,4 .

0,2

0 @
02 4

Densité optique

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration (mg/ml)
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4 - Dosage de la proline

La proline ou acide pyrrolidine 2-carboxylique est 1’un des vingt principaux acides aminés qui entrent dans la
constitution des protéines. La proline est facilement oxydée par la ninhydrine ou tricetohydrindéne. C’est sur
cette réaction que se base le protocole de mise en évidence de la proline dans les échantillons foliaires (El
Jaafari, 1993). La méthode suivie est celle de Trolls et Lindsley, (1955), simplifiée et mise au point par Rasio
et al., (1987).Elle consiste & prendre 100 mg de matiere fraiche dans des tubes a essai contenant 2 ml de
méthanol a 40%. Le tout est chauffé a85°C dans un bain-marie pendant 60mn. (Les tubes sont recouverts de
papier aluminium pendant le chauffage pour éviter la volatilisation de 1’alcool.) Aprés refroidissement ; on
préléve Iml d’extrait auquel il faut ajouter :-1 ml d’acide acétique (CH3COOH) ; -25 mg de ninhydrine
(C6H604) ;-1 ml de mélange contenant : -120 ml d’eau distillée ;-300 ml d’acide acétique ;-80 ml d’acide ortho
phosphorique (H3PO4.d=1.7).

La solution obtenue est portée a ébullition pendant 30 mn & 100°C, la solution vire au rouge, apres
refroidissement, 5 ml de toluéne sont rajoutés a la solution qui est agitée, deux phases se séparent (une phase
supérieure a la couleur rouge contient la proline et une phase inférieure transparente sans proline). Aprés avoir
¢liminé la phase inférieure, la phase supérieure est récupérée est déshydratée par 1’ajout d’une spatule de Sulfate
de Sodium Na, SO4 anhydre (pour éliminer 1’eau qu’elle contient). On détermine la densité optique (Do) a I’aide
d’un spectrophotométre sur une longueur d’onde de 528nm. Les valeurs obtenues sont converties en taux de
proline par le biais d’une « courbe étalon », préalablement établie a partir d’une série de solution de
concentration en proline connue. Cette courbe est utilisée pour déterminer les teneurs en proline dans les feuilles
des plantes.

y = 0.157x +0.002

Proline

1,8
1,6 y=0,157x + 0,002
1,4 R2=0,973

0,8
0,6
0,4
0,2 e
0 o
0 2 4 6 8 10 12

Densité optique

Concentration (mg/ml)

VI - Dosages des antioxydants

1 - polyphénols totaux :
Le dosage des polyphenols totaux est effectué avec le réactif colorimétrique Folin- Cio calteu selon la méthode
cité par (Wong et al., 2006). 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou standard
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(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de
sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a température ambiante
I’absorbance est mesurée a 760 nm. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation
de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique et elle est exprimée en pg d’équivalent

d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

@ absorbance ——Linéaire (absorbance)
25 y =0,010x + 0,157
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Courbe d’étalonnage des polyphénols
2 - les flavonoides :

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICI13) citée par (Djeridane et al., 2006) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits des feuilles. 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) est ajouté a
1 ml de la solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 415 nm.
La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine et est

exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

y = 0,038x + 0,071
1,2 - R?=0,978
1 .
5 ®
g 08 -
Q.
\% 0,6 - * ¢ abs
x
g 0,4 - —— Linéaire (abs)
© 02 -
L
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0 5 10 15 20 25 30
concentration mg/ml

Courbe d’étalonnage des flavonoides
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V - Extraction des éléments minéraux

Les analyses de quelques éléments minéraux ont été effectuées sur les feuilles, les tiges et les racines et ont

porté sur la détermination des teneurs en sodium et en potassium.
Le choix du dosage de ces cations est basé sur le fait que:
e Lesions, Na" et K*jouent un role clé dans le processus d’osmoregulation.

Les feuilles et les racines de chaque plante sont enveloppées séparément dans du papier aluminium, puis
numérotées. Les lots de chacun des organes sont étuvés pendant 48 heures a 80°C. Les échantillons sont broyés
a I’aide d’un broyeur. La fine poudre obtenue est placée dans des piluliers fermés hermétiquement.

500 mg de matériel végétal préalablement séchés, sont introduits dans un creuset en porcelaine. Le
creuset est placé dans un four dont la température est augmentée progressivement jusqu’a 500°C et qui est ainsi
maintenue pendant 2 heures. Un pallier est effectu¢ aux alentours de 200°C jusqu’a la fin du dégagement de

fumées

Apres refroidissement, les cendres sont humectées avec quelques gouttes d’eau distillée, puis on ajoute
2 ml d’HCI au 1/2. On évapore a sec sur plaque chauffante. On ajoute une seconde fois 2 ml d’HCI, on laisse en
contact 10 minutes et on filtre dans des fioles jaugées de 50 ml. Aprés avoir ajusté au trait de jauge puis
homogénéisé par agitation manuelle, les solutions sont transvasées dans des godets sur lesquels le numéro de
I’échantillon est inscrit. Cette solution est préte aux dosages par spectrophotométre a flamme pour les deux

éléments minéraux a savoir le sodium et le potassium.

Dosage du sodium et du potassium par le spectrophotometre a flamme
Pour chaque élément minéral a doser, des solutions étalons a des concentrations connues doivent étre
préparées a partir d’une solution mére de 01 g.I™! pour chaque élément, a partir de cette derniére, les solutions

filles ou solutions étalons peuvent étre facilement reproduites.

1-  Le potassium
Pour préparer une solution standard de potassium, il faut mettre 1.000 g du chlorure de potassium (KCL)
desséché dans une fiole jaugée d’un litre de capacité et compléter le volume avec de I'eau déminéralisée jusqu’au

trait de jauge.

2-  Lesodium
Pour préparer une solution standard de sodium, il faut mettre 1.000 g du chlorure de sodium (NaCl) desséché

dans une fiole jaugée d’un litre de capacité, puis compléter le volume avec de I'eau déminéralisée jusqu’au trait
de jauge.

3- Dosage de cuivre
Une quantité de 0,4 g d’échantillon broyé est pesée dans un creuset en porcelaine puis mis au four (PROLABO)
a 650 °C pendant 5 h. Apreés refroidissement, 5ml d’acide nitriquel mol est ajouté a la cendre obtenue puis porté
a évaporation totale sur un bain de sable. Au résidu sont ajoutés 5ml d’acide chlorhydrique 0,1 mol. Il est
ensuite remis au four a 400 °C pendant 30 min. Le résidu final est récupéré avec 10 ml d’acide chlorhydrique 1
mol puis versé dans une fiole de 50 ml. Le creuset est rincé deux fois avec 10 ml de I’acide chlorhydrique. La

fiole est complétée a 50ml avec ’acide chlorhydrique. Dans les mémes conditions, un essai a blanc est réalisé.
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Préparation des gammes d’étalonnage

Pour le cuivre, des volumes de 0, 50, 100, 150, 200, 250et 300 ml de solution a 100 pg/ml de cuivre sont
introduits successivement dans sept fioles jaugées différentes de 100 ml chacune. Ensuite un volume de 2 ml
d’acide chlorhydrique concentré est ajouté dans chacune des fioles. Enfin ces volumes sont ramenés a 100 ml

avec de I’eau déminéralisée.

cuivre
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ANNEXES 20. Photos Déférentes étapes de Protocole expérimentale

Eta E 1 Germmatlon

L

Etape 2.Préparation du Substrat
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Etape 4. Application de stress aprés 03 mois de repiquages
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Publication



