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Résumé

Le plomb est 1'é1ément toxique le plus important dans I’environnement qui affecte la vie des
organismes vivants. Chez les plantes le plomb ne joue aucun réle physiologique, sa présence est
source de multiples perturbations méme a de faibles concentrations. L’objectif de cette travail est
d'évaluer I’effet stressant du plomb sur les paramétres biochimiques du Cléome amblyocarpa
Barr.&Murb., afin de se prononcer sur sa capacité de decontaminer un sol pollué. Pour atteindre
ces objectifs, I’expérimentation est réalisée sur des plantes de Cléome, Il a choisi en raison de son
adaptation aux conditions climatiques et édaphiques de I’écosysteme saharien, ainsi pour sa
croissance rapide et sa biomasse importante. Elle a exposées a des différentes doses de plomb
(0, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 et 3000 ppm) sous forme de nitrate de plomb (Pb(NOs3).)
ajoutées au substrat de culture qui se compose de sable et de terreau (95 % sol/ 5% terreau).
L’estimation des réponses des plantes au stress appliqué est mesurée par 1’ensemble des
parametres d’ordre biochimiques. L’accumulation du plomb dans les plantes stressées est
accompagnée par une chute dans le rendement du contenu protéique, 1’application du stress au

plomb a occasionné une augmentation d’accumulation de la chlorophylle et des sucres solubles.

Mots clés : Environnement, stress, plomb, Cléome amblyocarpa.



Abstract

Lead is the most important toxic element in the environment that affects the life of living
organisms. In plants, lead plays no physiological role, its presence is a source of multiple
disturbances even at low concentrations. The objective of this work is to evaluate the stressful
effect of lead on the biochemical parameters of Cleome amblyocarpa Barr. & Murb., In order to
assess its ability to decontaminate polluted soil. In order to achieve these objectives, the
experiment is carried out on plants of Cleome, He chose because of its adaptation to the climatic
and edaphic conditions of the Saharan ecosystem, as well as for its rapid growth and its
significant biomass. He was exposed to different doses of lead (0, 250, 500, 1000, 1500, 2000,
2500 and 3000 ppm) in the form of lead nitrate (Pb(NOs),) added to the growing medium which
consists of sand and potting soil (95% soil / 5% potting soil). The estimate of plant responses to
applied stress is measured by all the biochemical parameters. Accumulation of lead in stressed
plants is accompanied by a drop in the yield of protein content, application of stress to lead

resulted in increased accumulation of chlorophyll and soluble sugars.

Key words: Environment, stress, lead, Cléome amblyocarpa.
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Introduction

Introduction

Depuis la fin du XIXéme siécle, le secteur industriel s’est développé sans se préoccuper des rejets
d’éléments toxiques dans les sols. De fait, le sol a été longtemps considéré comme une ressource
renouvelable, voire méme inépuisable a 1’échelle des générations humaines, capable de recevoir sans
conséquence les rejets de nos activités. On sait maintenant que les sols sont caractérisés par un

équilibre fragile et sont vulnérables (Lecomte, 1998).

Les sols contaminés par le plomb sont trés nombreux car cet élément a été utilisé dans des
secteurs industriels variés depuis des siecles. La présence de plomb dans les déchets en particulier,
peut entrainer une contamination des sols et la réduction des possibilités de valorisation et de recyclage
des déchets (compostage de déchets, épandage des boues, valorisation des machefers en sortie
d'incinération...) (Miquel, 2001). Ce phénoméne pose un probleme environnemental, car le plomb est
classé parmi les métaux potentiellement toxiques (anémie, hypertension artérielle, saturnisme, etc.)
pour 'nomme (Pichard, 2002) et cet élément persistant s'accumule dans les sols (Baize, 1997). Une
fois le sol contaming, le plomb peut étre transféré aux écosystémes et donc représenter un danger pour

la santé humaine.

La phytoremédiation constitue une nouvelle technologie permettant de dépolluer les sols
contaminés par I'utilisation de plantes (Zheng et al., 2011). La capacité de certaines especes vegétales
a accumuler les substances a été montrée. Ces plantes, par leurs capacités de détoxication,
d’immobilisation ou d’absorption des métaux lourds, pourraient donc constituer un outil intéressant,
non seulement pour estimer les risques de transfert potentiel des métaux lourds au sein de

I’écosystéme, mais aussi comme outil de réhabilitation des sols (Martin et al., 1996).

Au cours de ce travail, nous avons choisi d’étudier les effets du plomb sur Cleome amblyocarpa
Barr. & Murb, et en particulier 1’évaluation de la réponse biochimique de Cléome face au stress

métallique induit par le plomb.




Introduction

Ce travail comporte deux grandes parties :

* La premiere partie concerne la synthese bibliographique incluant trois chapitres :

- Le premier chapitre est focalisé sur le plomb.

- Le deuxieme chapitre est focalisé sur la phytoremédiation.

- Le troisiéme chapitre donne un apercu général sur la plante Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.
* La deuxieme partie est consacreée :

- au matériel et méthodes.

- Résultats et discussion.

Enfin une conclusion générale qui reprend 1’essentiel de cette étude et ou des respectives ont été

proposees.
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Chapitre 1 Le plomb

I. Le plomb

I. 1. Généralités sur le plomb

1.1.1. Définition

Le plomb (Pb) est un métal gris bleuatre, brillant, mou et ductile. Constitue des gisements
primaires dans les roches éruptives et métamorphiques, il ne se trouve pas a 1’état natif, il existe sou
forme de sulfure et peut étre associé a d’autre éléments telle que le Zn, ’arsenic, I’antimoine le cuivre
et 'argent. Dans I’eau de mer il existe sous trois formes essentielles: dissous, colloidal et le plomb

particulaire. Cet élément est trés peu hydrosolubles et de faible mobilité géochimique (Casas, 2005).

I.1.2. Utilisation et production du plomb

Le plomb a ¢été I'un des premiers métaux utilisés par I’homme des 1’age du bronze, il y a plus de
7000 ans. La figure (1) présente 1’évolution de la production mondiale de plomb. Du fait de sa relative
disponibilité et de ses propriétés physicochimiques (malléabilité, ductilité, bas point de fusion,
propriété anticorrosion).

Révolution
Epuisement des industriclie
mines de plomb romaines

L 10

Frappe des

maonnaies

r.l‘)‘

Production dargent

Découverte de en Allemagne

la coupellation

- République

Grandeur ot ,f:m:f(.
décadence >
d"..‘\thi-m\ SRRophy Production espagnole

d'argent dans le Nouvesu
| Monde

1000 0

Lu\:.

Production de Pb tonnes/an)

Années antéricures 5000 3000

Figure 1 : Evolution de la production mondiale de plomb (d’apres Settle and Patterson, 1980).




Chapitre 1 Le plomb

1.1.3. Propriétés physico-chimiques du plomb

Le plomb, du latin plombumest un métal mou, gris, habituellement trouvé en petite quantité dans
la crotte terrestre. Il n’a ni golt ni odeur caractéristique. Il appartient au groupe IV b de la
classification périodique des éléments. Ses principales propriétés physico- chimiques sont présentées
dans le Tableau 1.

Tableau 1: Principales propriétés physico-chimiques du plomb (Cecchi., 2008)

Symbole Pb
NuméroAtomique 82
Masseatomique 207,2g.mol-1
Pointdefusion 327°C
Pointd’ébullition 1740°C

Densité 11,35
Configurationélectronique [Xe]4f45d° 6s%6p?
Valence 0, +2, +4

Rayonsioniques
Pb?* 0,94241,49 A
Pb** 0,7840,94 A

1.1.4. Cycle biogéochimique du plomb

Le plomb retrouvé dans I’environnement provient a la fois de sources naturelles et anthropiques.
Le métal est présent dans le sol, mais également dans tous les autres compartiments de

I’environnement : eau, air et méme les étres vivants (Pourrut, 2008).

Le plomb contenu dans les roches peut se retrouver dans les sols, par altération de ces dernieres, a
des teneurs variables selon la composition initiale de la roche mére. De méme, il est présent dans tous
les autres compartiments de I’environnement (eaux, air et méme les étres vivants).ll existe donc un
véritable cycle biogéochimique du plomb (tout comme il existe un cycle pour les éléments majeurs et
les autres €léments traces) qui peut étre schématisé comme sur la Figure (2) et au cours duquel le
plomb change de compartiment et de forme chimique sous I’'influence de processus naturels ou

anthropiques (Cecchi., 2008).
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amendements
minéraux

...... v
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.........

Figure 2 : Cycle biogéochimique des éléments traces métaliques (d’aprés Lamand et al, 1991)
I.1.5. Origines de la pollution par le plomb

Le cycle naturel du plomb est trés limité : les principaux flux entrant dans I’atmosphere et
I’hydrosphére sont estimés entre 1 et 23 milliers de tonnes par an (Nriagu, 1989). Il est présent dans la
croQte terrestre et dans tous les compartiments de la biosphére. Dans I’air, les émissions de plomb
provenant de poussieéres volcaniques véhiculées par le vent sont reconnues d’importance mineure
(Pichard, 2003). L’application de boues d’épuration sur les sols, les déchets animaux provenant de la
production de bétail, les résidus de charbon, I’incinération des déchets municipaux et les eaux usées
contribuent tous a augmenter la quantité totale de plomb véhiculée dans les différents milieux (Nriagu
et Pacyna, 1988). Les autres sources sont liees aux industries produisant des métaux non ferreux, au
recyclage des batteries, a la production de ciment ou de céramique et aux industries de recyclages des
déchets (Teutsch et al., 2001).

On estime que 68% du plomb s’accumulant dans les sols proviendrait des retombées
atmosphériques diffuses alors que seulement 1% du plomb proviendrait de [’utilisation d’engrais
(Miquel, 2001).Ainsi, la majorité du plomb contenu dans I’air ambiant provient de la combustion de

I’essence plombée (Merian, 1984).
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La présence du plomb dans I’eau de consommation est habituellement attribuable au phénomene
de corrosion qui survient dans les composantes structurales des réseaux de distribution et dansla
tuyauterie domestique qui contiennent du plomb (Gardels et Sorg, 1989 ; Schock, 1990 ;
Viraraghavanet al., 1999).

Placage métallique et Echappement Cheminées

opération de finition | | des automobiles | | des usines

Fonte et fusion Plomb dans Additifs dans les

des minerais I'environne pigments et essence
ment

Déchets E.ff]uents' de ‘ Engrais et
urbains I'industrie de batteries pesticides
d’accumulation

Figure 3: Pollution anthropique de ’environnement au plomb (Bocar, 2019).
1.2. Mobilité et biodisponibilité du plomb dans le sol
1.2.1. Mobilité du plomb

Le plomb étant en général considéré comme un élément peu mobile dans les milieux naturels, il a
donc tendance a s’accumuler dans les horizons superficiels des sols. Les travaux de Sterckeman,
(2000), démontrent que dans des profils de sol au voisinage des fonderies, le plomb est essentiellement

concentré dans les 30 premiers centimetres.
1.2.2. Influence des paramétres physico-chimiques sur la spéciation du plomb
» Influence du pH

Le pH des sols est 'une des propriétés essenticlles déterminant le comportement des éléments
chimiques. 1l tient un réle majeur dans la mobilité des ETM, notamment dans leur mise en solution et

leur mobilité a travers le sol (Legros, 2007).
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Le pH du sol est un des facteurs qui influence le plus sur la mobilité et la biodisponibilité du Pb
(Swaine, 1986). Les risques de mobilité sont plus grands dans les milieux acides, alors que la
solubilité diminue avec 1’élévation du pH. A pH 5, le plomb semble majoritairement adsorbé aux
oxydes et aux matiéres organiques (Alloway, 1995), et une augmentation du pH a pour effet de rendre
le plomb moins biodisponible. Zhang (1999) remarque que le plomb est déplacé de la fraction sulfate
PbSO4 vers la pyromorphite Pbs(PO4)3Cl sous I’effet du pH et en présence d’apatite. Martinez et
Motto (2000) ont montré, dans différents types de sol, que la concentration des métaux dans la phase
aqueuse augmentait quand le pH diminuait.

> Influence du potentiel redox

Le potentiel d’oxydoréduction (Eh) exprime le flux d’électrons des agents réducteurs vers les
agents oxydants. Il est contr6lé par I’activité des électrons en solution (Sposito, 1989). Bien que le
plomb garde globalement le méme état d’oxydation dans les milieux naturels, sa mobilité va
néanmoins étre affectée par des variations de potentiels redox du milieu. Ces variations sont
susceptibles de modifier la chimie de la phase aqueuse, pouvant entrainer des phénomeénes de
précipitation de minéraux contenant du plomb. A I’inverse, ces variations de potentiel redox peuvent
entrainer la dissolution de phases porteuses de plomb. Evans (1989) montre qu’une diminution de la
teneur en eau ou en matiére organique favorise une augmentation du potentiel redox.Chuang et al
(1996) observent une augmentation de la solubilité du plomb et du zinc lorsque le potentiel redox

diminue.
» Influence de la composition minéralogique du sol

Dans la mesure ou la mobilité du plomb est majoritairement contr6lée par des phénomenes
d’adsorption ou de précipitation/dissolution, elle va étre dépendante de la composition minéralogique
du sol, notamment de la teneur en phases adsorbantes (matiere organique, argile, oxydes...). La teneur
en carbonates va également affecter la mobilité du plomb. En effet, dans les sols riches en carbonates,
le plomb va pouvoir étre piégé par simple adsorption a la surface de la calcite ou par précipitation
minérale due aux pH élevés de ce type de sol. Veeresh et al (2003) ont étudié 1’adsorption de métaux

lourds dont le plomb sur 3 types de sol : acides, neutres et alcalins.
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Les résultats obtenus montrent que les caractéristiques minéralogiques et chimiques des sols
neutres et alcalins sont plutdt favorables a un piégeage du plomb par précipitation ou co-précipitation
minérale (carbonates, oxydes..) a 'inverse dans les sols acides, le plomb semble lié a la fraction

échangeable et a donc une plus grande mobilité potentielle.(\Veeresh et al .,2003).

> Influence des ligands présents dans la phase aqueuse

La teneur et le type de ligands contenus dans la phase aqueuse sont susceptibles de complexer le
plomb, augmentant sa mobilité. Ainsi, la présence de matiére organique dissoute va avoir tendance a
favoriser la migration du plomb vers les horizons profonds du sol, par la formation de complexes
organo-minéraux, qui entrainent une limitation de 1’adsorption du plomb sur les autres constituants du

sol (Sauve et al., 1998 ; Sterckemanet al., 2000).
» Influence de la fraction colloidale

En milieu naturel, le plomb est fréquemment associé a la fraction colloidale, qui peut étre
organique (composés humiques) ou inorganique (oxyhydroxydes meétalliques). Cette fraction aura
tendance a favoriser la mobilité¢ du plomb et a modifier sa biodisponibilité. Lorsqu’elle va étre soumise
a des changements de conditions chimiques (variations de pH, de force ionique...), elle va subir un
certain nombre de modification physico-chimiques. Au niveau des estuaires, a la rencontre des eaux
douces et des eaux de mer, elle va par exemple €tre affectée par des phénoménes d’agrégations et de
coagulation. Ces processus vont aboutir a une accumulation des métaux au sein du sediment (BRGM
2004).

» Influence des microorganismes sur la spéciation du plomb

Les microorganismes peuvent limiter la mobilité des métaux, par des phénomenes d’adsorption a
I’interface solide/liquide, les bactéries jouant un réle de transport des métaux dans la phase liquide.
Elles peuvent aussi augmenter le lessivage et la dissolution des métaux en sécrétant des molécules
organiques, qui entrainent une acidification du sol (Ernst, 1996). Le champignon Aspergillus nigerest
capable de solubiliser la pyromorphyte et de la transformer en oxalate de plomb hydraté (Sayer et al.,
1999).
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I.3. Plomb dans la plante
1.3.1. Notion de phytodisponibilité

La notion de phytodisponibilité découle directement de la notion de biodisponibilité, définie
comme « I’aptitude d’un ¢élément a étre transféré d’un compartiment du sol vers un organisme vivant
(bactérie, végétal, animal, homme) » (Baize, 1997). Ainsi, selon Hinsinger et collaborateurs (2005),
est biodisponible pour une plante (= phytodisponible), la fraction d’un ¢€lément susceptible d’étre
absorbée par les racines. Elle est également largement dépendante des propriétés du sol, de ’espece

végétale considérée et de I’élément en question.

La phytodisponibilité va donc dépendre des différents paramétres permettant le transfert de la
phase solide du sol vers le végétal (Hinsinger et al.,2005) :

e Ladisponibilité ou mobilité chimique.
e [’accessibilité ou mobilité physique.

e [L’assimilation ou mobilité biologique.

Plante
Caractéristiques de la plante Activite de la plante
- systéme racinaire ———eeep - |8 cTOiSSANCE des racines

- éléments nutritifs nécessaires - 'absorption des éléments nutritifs
- exsudation (H+, OH-,

COmposés oTganiques, etc.)

caractéristiques du MO
- biomasse totale
= bindiversité

T
Sol Microorganisme (MO)
~ PH. texture,
nuiriments, contammants,
densité, redox, etc.

:
Activité du MO
- fixation
- minéralisation
- synthése et hbération
de composés oTganiques
et inorganiques

Figure 4 : Interactions au niveau de la rhizosphere entre le sol, la plante et les microorganismes,

influengant la phytodisponibilité (modifié d’aprés Lombi et al., 2001).
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1.3.2. Transfert du plomb vers la plante

La pénétration d’un élément dans une plante peut étre évaluée par le facteur de transfert sol/plante
ou également appelé facteur de bioconcentration, noté FBC il représente la possibilité de transfert d’un
contaminant du sol vers les plantes, et il est généralement défini comme le ratio entre la concentration
dans les plantes et celle dans le sol ou ont poussé les plantes, et calculé comme suit (Cui et al., 2004,
Zheng et al., 2007).

FBC = [Pb] plante / [Pb] substrat de cellule
1.3.2.1. L absorption racinaire

Les plantes peuvent absorber du plomb a partir des racines, mais également a partir des organes
aériens, ou bien par I'intermédiaire des deux. Les quantités de métal absorbées par les racines
dépendent de la concentration et de la solubilité du métal dans la solution du sol, mais également de
ses capacités de migration du sol vers la surface des racines, et de sa translocation des racines vers les
feuilles.(Patra et al., 2004 ; Zheng et al., 2007).

EPIDERME

- ENDODERME
-

VAISSEAUX
DU XYLEME
b7

Figure 5 : Trajet des éléments métalliques de la surface des racines jusqu’aucylindre central par
voie apoplastique (en bleu) et voie symplastique (en rouge) (Kirpichtchikova, 2009).
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1.3.2.2. Translocation du plomb vers les parties aériennes

Aprés I’absorption par les racines, la translocation correspond au transfert des ETM vers les
parties aériennes. Elle peut varier considérablement en fonction du métal, mais également de I’espéce
végetale. Pour étre conduits vers les parties aériennes, les éléments prélevés dans le sol par les racines
doivent étre transportés dans le cortex puis déversés dans les vaisseaux du xyléme (par circulation de
la séve brute) (Briat et Lebrun, 1999).

Pour plupart des especes, la majorité du plomb absorbé par les plantes réside dans les racines, et
seulement une faible proportion est transloquée vers les parties aériennes (Sharma et Dubey,
2005).Pour illustrer ce propos, différents auteurs ont défini un facteur de translocation, qui est calculé

comme suit (Tanhan et al., 2007) :

Facteur de translocation = [Pb] partie aérienne / [Pb] racines
1.3.3. Tolérance et détoxication
1.3.3.1. Principaux effets du plomb sur les plantes

Le Pb est un polluant environnemental omniprésent qui peut directement ou indirectement
provoquer divers caractéres morphologiques, physiologiques et biochimiques dedysfonctionnements.A
faible dose, les premiers effets visibles mais non spécifiques du Pb sur une plante sont I’inhibition de
la croissance racinaire, la chlorose des feuilles et un retard de croissance de la plante (Burton et al.,

1984). A plus forte dose, il peut provoquer la mort cellulaire (Seregin et Ivanov, 2001).

> Effet sur la germination

Le plomb entraine des effets néfastes sur les plantes. En premier lieu, la germination est fortement
inhibée par les ions Pb*2 et ce, a de trés faibles concentrations (Mishra and Choudhuri, 1998 ;
Wierzbicka and Obidzinska, 1998 ; Tomulescuet al., 2004). De plus fortes doses conduisent a une
inhibition totale de la germination chez les espéces végétales, comme le haricot, dont le tégument de la
graine ne limite pas assez la pénétration de ces ions (Wierzbicka and Obidzinska, 1998). Le plomb
réduit également fortement le développement de la plante et des radicelles (Mishra and Choudhuri,
1998).
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> Effet sur la croissance

L’accroissement de biomasse végétale est diminué par de fortes doses de plomb (Xionget
al.,2006). Sur de longues durées, les traitements au plomb, méme a des doses non- létales, peuvent
conduire a I’apparition de nécroses au niveau des apex racinaires et des feuilles, ainsi que des

chloroses foliaires (Liu et al., 2007).

» Effets sur la nutrition minérale

Le plomb affecte également la nutrition minérale, en perturbant le prélevement et le transport des
nutriments par la plante, tels que Ca, Fe, Mg, Mn, P et Zn en bloquant leur entrée ou en se liant a eux,
les rendant indisponibles pour les plantes (Xiong, 1997). Le plomb affecte aussi le métabolisme azoté
en diminuant le prélevement de nitrate et en perturbant le fonctionnement du nitrate réductase (Seregin
et lvanov, 2001).

> Effets sur les protéines

Le plomb présent dans le cytoplasme interagit avec les protéines. L’action du plomb sur la
concentration totale en protéine n’est pas claire, bien que de fortes concentrationspuissent diminuer le
pool protéique (Jana and Choudhuri, 1982 ; Mohan and Hosetti, 1997 ; Saxena et al.,2003 ;
Mishra et al., 2006b). Cette diminution quantitative de la teneur en protéine totales apparait comme la
résultante de plusieurs conséquences de 1’action du plomb, modification de I’expression génique
(Kovalchuk et al., 2005) et augmentation de I’activité ribonucléasique(Jana and Choudhuri, 1982 ;
Gopal and Rizvi, 2008), stimulation de I’activité protéasique(Jana and Choudhuri, 1982),

diminution de la teneur en acides amines libres (Xiong et al., 2006).
» Effet sur la photosynthese

L’inhibition de la photosynthése est un des effets bien connus du Pb sur la plante (Islam et
al.,2008). Parmi les causes de I’altération de la photosynthése, on peut citer une augmentation de
I’activité de la chlorophyllase et, par conséquent, une dégradation des pigments chlorophylliens, en
particulier, de la chlorophylle b qui est plus sensible que la chlorophylle a (Liu et al., 2009). Il a été
aussi montré qu’il existait une inhibition de la synthése des pigments chlorophylliens (Cenkci et al.,

2010).
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1.3.3.2. Mécanismes de détoxication

Marmiroli et collaborateurs (2005) ont proposé I’idée que les plantes posseéderaient deux

meécanismes de séquestration/détoxication du plomb :

» 1’un constitutif, correspondant a la liaison du plomb aux composants cellulaires ;

» l’autre inductible, correspondant a des molécules pouvant chélater le métal.

1) Meécanismes constitutifs

Il semble tres important pour la cellule d’entourer le plomb par ses membranes, en I’isolant du
reste du cytoplasme et il est intéressant de noter que la présence de plomb induit une accentuation de
ce phénomene. En effet, dans des cellules d’oignon exposees au plomb, Wierzbicka (1998) a noté une
synthese accrue de polysaccharides entrainant un épaississement important de la paroi. Cet
épaississement permet d’augmenter la taille de la barriére physique que constitue la paroi et de limiter
ainsi, I’acces a la membrane plasmique. Il permet également de créer de nouveaux sites de liaisons

potentielles au plomb, et par conséquent, d’augmenter la capacité de s€questration extracellulaire.

Le plomb étant un élément nonessentiel, il ne doit pas posséder de canaux spécifiques sur les
membranes, et des études ont montré qu’il pourrait emprunter les canaux calciques, Clemens et
collaborateurs (1998) ont montre que le blocage des canaux calciques entrainait également un blocage
du prélevement du plomb. Donc, le calcium peut inhiber le stress oxydatif provoqué par le plomb
(Pourrut et al., 2008).

2) Meécanismes inductibles

e Les phytochélatines

Le GSH (Glutathion Sulfhydryle)peut jouer un rdle direct dans la chélation du plomb, mais il est
également le précurseur des phytochélatines (PC). Ces PC sont des chélateurs intracellulaires,
uniquement rencontrés dans les végétaux, qui ont un rble reconnu en matiére de détoxication et

d’homéostasie des métaux lourds (Clemens, 2006b ; Baralkiewicz et al., 2008).

Les PC, aussi appelées métallothionéines (MT) de classe 111, sont des polypeptides atypiques dont
la synthése n’est pas d’origine génétique, mais enzymatique. Leur structure primaire consiste en la
répétition d’une séquence dipeptidique, y-glutamyl-cystéinyl, a laquelle s’ajoute généralement un

motif glycine a I’extrémité du carboxyle terminal (Figure 6).
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Dans certaines plantes, la glycine peut étre remplacée par une sérine (certaines graminées), ou par
un acide glutamique (mais). La structure primaire est répétée n fois (de 2 a 11), et les PC sont notées
PCn en fonction du nombre de répétition. Toutefois, les formes les plusrépandues sont celles
comprises entre PC2 et PC5 (Zenk, 1996).

H, /cu,sr»ﬂ
VI B S )+ N CO.H
N\ N\ ’
\c{ cn,/ w e \c;q,/
koc” I
=" O n
. — N\ S g \——\ Smehitet
Y- Acide glutamique Cysleine Glycine

Figure 6 : Structure d’une phytochélatine (Zenk, 1996).

e Les métallothionéines

Les métallothionéines (MT) sont des protéines caractérisées par leur richesse en cations
métalliques (essentiellement Cu et/ou Zn) et par leur forte proportion de residus cystéines (environ
30%). Elles se distinguent aussi par leur faible masse moléculaire (6 a 8 kDa et 60 a 75 acides aminés)
et par ’absence de résidus aromatiques. Bien que leurs séquences en acides aminés soient tres
variables d’un organisme a un autre, il semblerait que la structure tridimensionnelle soit bien

conservée (Murphy et Taiz, 1995).

Le plomb peut étre sequestré par les autres classes de métallothionéines (de classe | et Il)
présentant des homologies avec les métallothionéines de levure ou humaine (Cobbett et
Goldsbrough, 2002). Ces MT, qui ont un réle fondamental dans la détoxication des ETM chez les
animaux, n’ont été que peu étudiées chez les végétaux, en raison du role prépondérant que jouent les
PC. Xu et collaborateurs (2007) ont révéle que le plomb activait plusieurs genes de MT de classe I,
tandis que Liu et collaborateurs (2007a) ont démontré la capacité de détoxication du plomb par
BjMT2, une MT de classe II.
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II. La phytoremédiation

Les nombreux cas de pollution par les métaux lourds générent autant de site contaminés qu’il faut
réhabiliter. Les méthodes physico-chimiques de dépollution de ces sites utilisées in situ et ex situ
présentent I’inconvénient d’€tre couteuses et lourdes a mettre en ceuvre (Gadd, 2000 ; Raskin et al.,
1994). De plus, elles perturbent fortement 1’activité biologique des sols et altérent leur structure
physique. Le besoin de nouvelles techniques économiquement compétitives et pouvant préserver les
caractéristiques du sol s’est fait sentir et 1’utilisation des biotechnologies s’est avérée étre une
alternative intéressante. La capacité de certaines plantes a tolérer ou méme a accumuler des métaux a
permis d’ouvrir de nouvelles voies de recherche sur le traitement des sols : on parle de
phytoremeédiation (Salt et al., 1995).

I1. 1. Histoire de la phytoremédiation

Au 16°™ siécle, un botaniste de Florence, Andréa Cesalpino, découvre une plante poussant sur
des roches naturellement riches en métaux (du nickel notamment). En 1885, Baumann a identifié pour
la premiere fois deux espéces végetales, Thlaspi caerulescensetViola calaminaria, comme étant
capables d’accumuler de fortes quantités de zinc dans leurs feuilles. Ensuite, en 1935, Byers étudia
I’accumulation du sélénium chez Astragalusspp. Dix ans plus tard, Minguzzi et Vergnano (1948)
identifierent des plantes capables d’accumuler jusqu’a 1 % de Ni dans leurs parties aériennes.
Aujourd’hui plus de 400 plantes sont connues pour leur capacité d’accumulation des métaux (Baker et

al., 2000).

II. 2. Principe de la technique de phytoremédiation

Connue sous le nom de phytoremédiation « phyto » = plante et « remedium » = rétablissement de
I’équilibre, remédiation, la phytoremédiation est définie comme I’utilisation de plantes pour extraire ou
transformer les polluants organiques et aussi inorganiques (plus particulierement les métaux lourds)
(Salt et al., 1998). Les aspects technologiques d’efficacité, de colt du traitement et les aspects
économiques sont abordés. Plus précisément, Les types de stratégies de phytoremeédiation,
particulierement utilisés dans la dépollution des métaux lourds sont décrits ci-dessous et illustrés dans

la Figure 7.
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Figure 7: Techniques de la phytoremédiation (Hettiarachchi et al.,2012).

(1) Phytostimulation : Les plantes sécretent des exsudats racinaires qui peuvent étre utilisés par
les communautés microbiennes et promouvoir leur développement et leurs activités. Cette
stimulation microbienne dans la rhizosphere modifie la bioaccumulation, oxydation/réduction

biologique et biométhylation des métaux lourds (McGrath, 1998).

(2) Phytostabilisation : Utilisation des plantes pour réduire la biodisponibilité des polluants par
les écoulements (latéraux ou en profondeur) ou immobiliser les composés polluants en les liants
chimiquement par précipitation, stabilisation, absorption ou piégeage de ceux-ci par la plante. Cette
technique permet d’éviter la dispersion des polluants dans les eaux de surface et souterraines

(Cunningham et al., 1995).

(3) Phytoextraction : Utilisation de plantes qui absorbent les métaux lourds dans les sols par les
racines, puis transféerent et accumulent ceux-ci dans leurs parties récoltables (feuilles, tiges et
racines). Les métaux lourds vont se complexer avec des acides organiques ou des acides aminés
synthétisés par la plante. Les métaux lourds sont ensuite récupérés en incinérant ou compostant la
biomasse de plante (McGrath, 1998).

(4) Phytovolatilisation: Utilisation de plantes qui absorbent des contaminants organiques et autres
produits toxiques, transformant ceux-ci en éléments volatiles peu ou pas toxiques et les relachant

dans I’atmosphére via leurs feuilles (McGrath, 1998).

17



Chapitre Il

La phytoremédiation

Tableau 2: Caractéristiques de différents procédés utilisés en phytoremédiation.

Procédés de la
phytoremédiation

Rhizofiltration

Phytostabilisation

Phytoextraction

Phytovolatilisation

Phytodégradation

Accumulation,ad [Complexation, Accumulation et Volatilisation Dégradationrhizosp
Mécanismes sorption, adsorption, Hyperaccumulation hérique
précipitation précipitation
Type de polluant | Inorganique Inorganique Inorganique Organiques Organiques
inorganique (solvantschlo
(As,Hg,Se) rés,
herbicides)
Substratstraités | Milieuxaqueux [Sols,sédiments, Sols,sédiments, Sols,sédiments, Eaux,

boues boues boues sols,sédiments,b
oues
o i ; antes yperaccumulatrice | Plantes out type de
H.annuus Plant H lat Plant Tout type d
Plantesutilisees E’I'thgg%%’m exclusives(Agrostis| souAccumulatrices | modifies plante hébergeant
Zeamays tenuis) a forte biomasse génétiquement des rhizobactéries

Utilisation insitu | Limite le risque | Utilisation in Dilution de la Pas de
Etexsitu de lixiviation et | situ Adaptée pollution dans traitement des
Avantages d’érosion aux pollutions Pair Deéchets vegétaux
Solution rapide diffuse Pas de
traitement des
Déchets végétaux
Dépend du Dépend du Dépend du Le risque Limité a des
- systemeracinaire | systéme racinaire | systéme racinaire | d’exposition polluants
Inconvenients Nécessite une Retraitement des atmosphérique n’a | facilement
Surveillance déchets produits pas dégradables
N’élimine pas été quantifié Dépend des
le polluant du Utilisation ’OGM | rhizobactéries
sol

associées

Références

(Dushenkov et
al.,1995)

(Cunningham
et Berti,2000)

(Garbisu et
Alkorta, 2001 ;
McGrath et

Zhao, 2003)

(Chaney et
al.,1997)

(Black, 1995)

18




Chapitre 11 La phytoremediation

II. 3. Types de plantes utilisées dans la phytoremédiation

Il existe deux catégories de plantes susceptibles d'intervenir dans les processus de
phytoremediation. D'une part, il y a les plantes dites «tolérantes aux métaux», appelées plantes
métallicoles ou métallophytes. Ces plantes sont potentiellement utiles pour la phytostabilisation et la
phytovolatilisation ainsi que pour I'étude des mécanismes de tolérance mais leur capacité
d'accumulation des métaux dans les parties aériennes est faible (0.005 a 0.05% de la matiére séche).

Elles présentent donc peu d'intérét pour la phytoextraction (Baker et al., 1997).

En revanche, il existe des plantes dites « hyperaccumulatrices » (Brooks, 1998) qui sont capables
de stocker dans les tiges et les feuilles de 10 a 500 fois plus d'éléments métalliques que les autres

especes végetales (Tableau 3).

e 10 pgde Hg/g de MS (matiere séche).

e 100 pg de Cd/g de MS.

e 1000 pg de As, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Se/g de MS.
e 10000 pug de Mn, Zn/g de MS.

A ce jour, il a été recensé plus de 400 taxons de plantes hyperaccumulatrices reparties dans toutes
les zones du globe, dont 300 accumulent préferentiellement le Ni. La plupart des espéces utilisees sont
des plantes de la famille des Brassicacees (Ebbs et Kochian, 1997). Les plus connues sont
Brassicajimcea, tres utilisée pour la décontamination du plomb et du cadmium, Thlaspi caerulescens
capable d’accumuler le zinc (Schen et al., 1997 ; Tolraet al., 1996), le cadmium (Brown et al., 1995)
dans la partie aérienne avec une concentration de 1000 pg / g MS et le nickel (Brooks, 1998 ;
Schwartz, 1997) et le genre Alyssumbertolonii (Schickler et Caspi, 1999 ; Shallari, 1997).

La plupart des plantes hyperaccumulatrices sont caractérisées par une faible biomasse et une
croissance lente, ce qui les rend moins efficaces pour une utilisation a grande échelle par rapport aux

especes a forte biomasse (Baker et al., 2000 ; Reeves et Baker, 2000).
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Tableau 3: Nombre d’espéces hyper accumulatrices (Baker, 2000).

Cadmium >0,01 3 2
Cobalt >0,1 26 12
Cuivre >0,1 24 11
Plomb >0,1 5 3

Manganeése >1 8 5
Nickel >0,1 >300 35

Zinc >1 18 5

Tableau 4: Exemple de plantes hyperaccumulatrices et leur potentiel d’accumulation

Thlaspicaerulescens Reeves et Brooks (1983)
Thlaspicaerulescens Cd 39600 Baker et Walker (1990)
Thlaspirotundifolium Pb 8200 Reeves et Brooks (1983)

Zea mays Pb 4900 Huang et Cunningham (1996)
Ambrosiaartemissifolia Pb 24000 Huang et Cunningham(1996)
Ipomeaalpina Cu 12300 Baker et Walker (1990)
Serbetia acuminate Ni 25%(WS) Jaffre et al (1976)
Berkheyacoddii Ni 5500 Robinson et al (1997)
Arabidopsishalleri Zn 3000 Zhao et al. (2000)
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I1. 4.Phytoextraction des sols contaminés par les métaux lourds

Parmi les différentes méthodes de phytoremédiation, la plus utilisée est la phytoextraction,
appliquée particulierement pour la dépollution des métaux lourds. La phytoextraction utilise des
plantes capables de prélever les métaux lourds, de les transférer et de les accumuler dans les parties
aériennes qui seront ensuite recoltées (Figure 8).

Apres récolte par des méthodes traditionnelles agricoles, les tissus végétaux ayant concentré les
métaux lourds seront traités par séchage, incinération ou compost. Cette technique représente une
alternative ou un complément aux traitements physico-chimiques des sols contaminés par les métaux
lourds. Il existe deux stratégies de phytoextraction, la phytoextraction assistée (induite) et la
phytoextraction continue (Salt et al., 1998 ; Cooper et al., 1999).

Contaminant
'/ | absorbé dans les
Kissus de la plante

Translocation
du contaminant /
dans les tiges

Absorption du

Sol contaminant par les

racines de la plante

décontaminé

Figure 8: Processusdephytoextraction (ITRC, 2001)

I1. 4.1. Phytoextraction induite

La phytoextraction induite (Figure 9) 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 ’accumulation de métaux
lourds dans la plante par augmentation de la biodisponibilité de 1’¢lément ciblé. Les chélateurs des

métaux lourds comme EDTA (éthylene diamine tetraaceticacid) et EDDS (ethylene diamine
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disuccinate) pour le plomb, et EGTA (ethyleneglyco-O,0’-bis-[2-amino-ethyl]-N,N,N’,N’ -
tetraaceticacid) pour le cadmium, sont connus pour améliorer la phytoextraction par I’augmentation

de la biodisponibilité et de ’accumulation des métaux lourds (Cooper et al., 1999 ; Tandy et al.,
2006).

Application des
7=, chélateurs

Figure 9: Schéma representant une phytoextraction induite

par des chélateurs (D’apres Salt et al., 1998)
II. 4.2. Phytoextraction continue

Contrairement a I’absorption induite par des chélateurs, la phytoextraction continue (Figure 10)
est basée sur les capacités génétiques et physiologiques des plantes spécialisées dans I’absorption, la
translocation et la tolérance des metaux  lourds. On parle de « plante hyperaccumulatrice ».
Brooks et al. (1997) ont utilisé le terme « hyperaccumulateur = hyperaccumulatrice » la premiere fois
pour decrire des plantes avec une teneur en nickel supérieure a 0,1% de leur matiere seche, ce qui
correspond a une valeur nettement plus elevée que celle rencontrée chez les plantes non accumulatrices
(Brooks et al., 1977). Aussi, selon Baker et Brooks (1989), les plantes hyperaccumulatrices devraient
avoir une valeur seuil d’accumulation de métaux lourds 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 séche. Actuellement,

environ 400 especes hyperaccumulatrices ont été répertoriées (Baker et al., 1999).
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Phase de prélévement
du métal

Phase de croissance Récolte

Figure 10: Schéma représentant une phytoextractioncontinue (D’aprés Salt et al., 1998).

II. 5. Avantages et limites de la phytoextraction
II. 5.1. Avantages

La technique de phytoextraction présente de nombreux intéréts, d’ordre environnemental et
économique. En effet, I’activité biologique et la structure des sols sont maintenues apreés le traitement.
En plus, le colt de la technique est bien moindre que celui de procédes traditionnels in situ et ex situ et
varie selon les contaminants. Le coiit d’un traitement in situ en présence de contaminants organiques et
inorganiques est de I’ordre de 10$ a 408 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 végetale réutilisée (Kumaret al., 1995 ;
Raskinet al., 1997 ; Blaylock et Huang, 2000 ; Garbisu et Alkorta, 2001).

II. 5.2. 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
I’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
al., 2007 ; Salt et al., 1998 ; Singh et al., 2003). La transformation par génie génétique des plantes

sensibles a forte production de biomasse en plantes hyperaccumulatrices pourrait également étre
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envisagée. Pour cela, il est nécessaire de comprendre les mécanismes biochimiques et moléculaires

intervenant dans la réponse de laplante survenant lors d’un stress aux métaux lourds (Karenlampiet
al., 2000).

I1.6. Utilisation des biotechnologies pour la phytoremédiation

Les biotechnologies appliquées a la phytoremédiation sont surtout mises en ceuvre au Canada et
aux Etats-Unis (Ben Ghnaya et al., 2006). Comme les espéces hyperaccumulatrices sont généralement
petites et a croissance lente, le génie génétique cherche a introduire des genes hyperaccumulateurs
dans des especes a croissance rapide et biomasse importante, ou des genes de croissance (ou des
techniques d’amélioration variétale) au sein d’espéces hyperaccumulatrices(Angle et Linacre, 2005 ;

Ben Ghnaya et al., 2006).

La premiere option est la plus exploitée jusqu’ici, et des espéces transgéniques aux propriétés
extractives améliorées ont déja été développées pour I’arsenic, le sélénium et le plomb (Pilon-Smith et
al., 1999 ; Schat et al., 2000 ; Dhankher et al., 2002 ; Angle et Linacre, 2005). Des biotechnologies
bactériennes sont a 1I’étude a des fins d’immobilisation des métaux lourds (Lorenzo et al., 2000). Leur
principe est de combiner des protéines fixatrices d’ions métalliques (métallothioines), dont le cuivre et
le zinc, & des bactéries pouvant se développer dans des sols contaminés. Des essais in situ concluants
ont déja eté effectues, ou la toxicité des sols pour les plantes a été fortement réduite aprés I’inoculation
de bactéries modifiées fixatrices de cadmium. A plus long terme, la technique pourrait étre utilisée en

combinaison avec la phytostabilisation (Lorenzo et al., 2000).
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I11. Cleome amblyocarpa

II1. 1. Systématique

Les Cleomaceae sont une petite famille de l'ordre des Brassicales, comprenant plus de 300
espéces appartenant a 17 genres selon I’APG III dont: Cleome, Cleomella, Dactylaena, Haptocarpum,
Justago, Peritoma, Podandrogyne, Polanisia et Wislizenia (Aparadh et al., 2012) Autre fois
rattachées au Capparaceae, les plantes de la famille des Cleomaceae se trouvent dans les régions
tropicales et tempérées.

Ordre Famille Tribu Genre
Cleomelia
Brassicaceae
Dactylaena
Dipterygieae Haptocarpum
Brassicales Cleomaceae Cleomeae Justago |
Emblingiaceae Podandrogyneae Peritoma
* Gyrostemonacea Oxystylideae Podandrogyne

Polanisia

» Limnanthaceae

Wislizenia

Figure 11: Arbre de phylogénie botanique du genre Cleome (Aparadh et al., 2012)

I1I. 2. Genre Cléome
Le genre Cleome est le plus représenté dans cette famille avec 180 a 200 especes qui sont des
sources importantes de médicaments traditionnels, de plantes alimentaires et utilisées pour d’autres

usages (Aparadh et al., 2012).

Ces plantes sont largement distribuées et la majeure partie est limitée aux régions tropicales, ou
on peut y trouver environ 150 especes, en particulier en Asie du Sud-Ouest (Aparadh et al., 2012 ;
Raghavan et al., 1993). Il s'agit de plantes herbacées annuelles ou vivaces. Les tiges sont pas ou peu
ramifiées, glanduleuses pubescentes ou glabres. Les feuilles sont simples ou palmatilobées comprenant

entre 3-11 folioles. Les stipules sont absentes ou écailleuses.
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Les fleurs sont zygomorphes a sépales persistants soudés a la base. Les pétalessont égaux. On
compte de 4 a 6 étamines libres. L’ovaire est supere et uniloculaire. Les fruits sont des capsules
allongées déhiscentes par 3 valves, et contiennent de 4 a 25 graines réniformes ou ovoides (Tucker et
al.,2010).

II1. 3. Description de Cléeome amblyocarpa Barr.&Murb

Le Cleome amblyocarpa Barr. &Murb est une espéce saharienne spontanée qui s'adapte

aux conditions climatiques et édaphiques de I'environnement désertique.

C'est une plante vivace, de la famille des Capparidaceae ramifiée, vert jaunatre, de 10 a
40 cm de haut, a l'odeur fétideet désagréable. Tiges droites, feuilles trifoliolées. Feuilles
lancéolées, fleurs pourpres et grand nombre de fruits dans des capsules allongées et poilues
(Ozenda, 1991 ; Quezel et Santa.,1963).

Le "Netile" est considéré par les nomades comme une plante toxique provoquant des
troublesnerveux (Le Floch, 1983), c'est aussi une plante médicinale utilisée pour soulager la
douleur. Mélangée a Juniperus phoenicia, Hammada scoparium, elle traite les maux de téte,
et mélangée a Artemisia herba-alba, elle devient un traitement contre les nausees, les
gastralgies, les vomissements et les coliques (Molino, 2005). L'activité anti-inflammatoire
de I'extrait de feuille de C. amblyocarpa, observée in vivo comme in vitro, pourrait étre due
a sa forte teneur en flavonoides (19%) (Bouriche et al., 2003; Bouriche et Arnhold, 2010).

Figure 12: plante Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.

(http://www.floraofgatar.com/cleome amblyocarpa.htm)
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Figure 13: Gousses de Cleome amblyocarpa. Figure 14: Graines de Cleome amblyocarpa.

(http://atlas-sahara.org/index/liens/liens.html)

Figure 15 : Fleures de Cleome amblyocarpa.

(http://atlas-sahara.org/index/liens/liens.html)
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I1I. 4. Propriétés biologiques

II1. 4.1. Usages en médecine traditionnelle

En Inde, Cleome chelidoniiest utilisée contre les rhumatismes, comme antalgique (maux de téte,
otite) et antipyrétique (Parimalakrishnan et al.,2007), dans le traitement de la colique, la dysenterie
(Kirtikar et Basu., 1987) . Elle posséde également des propriétés bénéfiques contre les maladies de la

peau et comme vermifuge (Chopra et Nayar., 1992).
II1. 4.2. Usage ethnobotanique

Agent Sédatif ; analgésique ; traitement gastrique ; anticolique ; anti-grippe ; anti-vomissement;
agent diurétique; contre les douleurs névralgiques; contre les douleurs rhumatismales; agent
hallucinogene; anti-inflammation; anti-gale; contre la fievre rhumatismale; traitement des maladies du
foie; contre la diarrhée; cicatrisant. (UNICER, 2005; Baba Aissa, 2011).

I1I. 4.3. Activités biologiques

Plusieurs recherches scientifiques s’intéressaient a ¢étudier les propriétés biologiques et
pharmacologiques des especes du genre Cleome, le tableau 5 récapitule la majorité des activités liées

aux différentes espeéces de Cleome y compris la Cleome arabica (Madi, 2018).
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Tableau 5: Les activités biologiques du genre Cleome (Madi, 2018).

Espece

Activitésbiologiques

Référence

Cleomerutidosperma

Acitivité antalgique; Activité anti-
inflammatoire; Activité antipyrétique.

Bose et al.,2007

Cleomeparadoxa

Activité Anti diabetique

Abdel-Sattar et al.,2009

Cleomeiberica

Activité Antimicrobienne;

Activité cytotoxique contre les cellules
cancéreuses;

Activité antioxydante (DPPH)

Farimani et al.,2016

Cleomeviscosa

Activité antalgique; Activité
antipyrétique; Activité
antimicrobienne ; Anti-diarrhée ; Effet
anti émétique Effet hépato-protecteur.

Parimala et al., 2003;
Sudhakar et al., 2006;
Parimala., 2002;
Gupta &Dixit.,2009;
Ahmed et al.,2011

Cleomerosea

Inhibition de la production d'oxyde
Nitrique (NO); Effet antioxydant en
protegeant le DNA plasmide

Simoes et al.,2006

Cleomedroserifolia

Effet hypoglycémiant ; Activité anti-
athérogeéne; Activité anti-microbienne
; Effet diurétique ; Effet hépato-
protecteur; Effet relaxant; Effet
antihistaminique.

Wang&Ng.,1999;Khafagi&De
wedar.,2000;Fushiya et al.,
1999 ; Abdel-Kawy et
al.,2000; EI-Shenawy., 2006 ;
Abdel-Kader.,2009

Cleomearabica

Activité antagoniste ; Activité
antifongique ; Effet allelopathique;
Activité anti-inflammatoire ;
Antialimentation;Effetinsecticide;Eff
etanti-hypercholestérolémique ;
Activité anti cancéreuse

Goudjala et al.,2014 Ladhari
etal a & b., 2013 Bouriche et
al.,, 2005 ; Samout et al.,
2015 Tigrine et al., 2013

Cleomegynandra

Inhibition de la production des ROS
(sous condition de stress) ; Activité
anticancéreuse; Activité antioxydante
(piégeagedes radicauxlibres) ;
Activité anti-inflammatoire.

Uzilday et al., 2012 ; Bala et
al., 2012 ; Moyo et al., 2013
;Narendhirakannan et
al.,2007

Cleomeafricana

Activité antioxydante (piégeage du
Radical libre ABTS)

Tawaha et al.,2007

CleomeTurkmena

Activité  antioxydante ; Activité
antibactérienne; Activité antifongique

Farjam et al.,2014

Cleomefelina

Activité anticancéreuse

Joseph et al., 2014
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IV. Matériels et Méthodes
IV.1. Objet du travalil

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet du stress par le plomb durant deux semaines
d’exposition a différentes doses (0, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 ppm) (Tableau 6) sur les
paramétres biochimiques du Cleome amblyocarpa Barr. & Murb., planté dans un sol pollué par le
plomb afin de déterminer le potentiel phytoremédiateur de cette espece.

Tableau 6 : Dispositif expérimental.

Doses O
ppm) 250 | 500 | 1000 | 1500 | 2000 | 2500 | 3000
Témoin
Répitition
SRR
- VYV VY
= ¥ Y Y Y Y Yy Y
«~ VYV
- VYV

IV.2. Site expérimental

Le travail est réalisé dans une serre semi-automatique située a 1’université d’Oran 1 Es Senia dont

les facteurs climatiques (température, humidité, ensoleillement ...) sont favorables a la croissance de la

plante étudiee.
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Figure 16 : Location de d’Oran 1 Es Senia (Google maps, juillet 2021).
IV.3. Matériels
IV.3.1. Matériel végétal
IV.3.1.1. Choix de I’espéce expérimentée

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est le Cleome amblyocarpa Barr. & Murb., (Figure 17)
de la famille des Cleomaceae. Il a choisi en raison de son adaptation aux conditions climatiques et

édaphiques de 1’écosysteme saharien, ainsi pour sa croissance rapide et sa biomasse importante.

Figure 17 : graines de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb.
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1V.3.1.2. Site de collecte des graines

Les grains de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb., ont été récoltées depuis le mois de juin 2018,
en provenance de la wilaya d’EL BAYADH situé au (33°54°54.21°°N, 0°12°20°59°E; Sud-Est
d’Algérie), dans les hautes plaines steppiques du Sud-Ouest algérien (Figure 18).

W Mediterranean Sea
Algiers

Mostaganem

gy Site (Cleome)
£ 33954'54.21°N
: *%,00°1220,59°E

£ District

Morocco
soof 2
:'El Bayadh:

Algeria

Figure 18 : Site de collecte des semences (Bennaoum et al., 2019).
1V.3.2. Matériel sol
1V.3.2.1. Substrat de culture

Le substrat utilisé correspond a un mélange du sol et du terreau industriel a des proportions
respectives de (95 % sol/ 5% terreau). Le sol constituant le substrat de culture a été prélevé de la
ferme expérimentale de Mazagran. Ce sol est tamisé avec un tamis de 2 mm pour éliminer les déchets

animaux et végétaux, puis seché a l'air libre puis homogénéise avec le terreau.
IV.4. Méthodes
IV.4.1. Préparation des graines

La stérilisation des graines est effectuée au laboratoire de biodiversité et de conservation des sols
et des eaux de I'université de Mostaganem (UMAB). Les graines de Cleome amblyocarpa Barr. &
Murb., sont désinfectées avec 1’hypochlorite de sodium a 08° pendant 10 minutes pour éliminer toute
contamination fongique puis rincées abondamment a I’eau distillée 2 fois pour éliminer toute traces de

I’hypochlorite de sodium, elles ont été, elles ont eté séchées avant la mise en germination.
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IV.4.2. Germination

La germination des graines du Cleome amblyocarpa Barr. & Murb est réalisé dans une serre semi-
automatique située a l'université d’Oran El Senia. Les graines sont semées dans des alvéoles en
plastique remplis de terreau pendant 30 jours.

1V.4.3. Préparation des pots et Repiquage

Aprés un mois de germination, les plantules sont repiquées dans des pots en plastique. Ils ont un
diamétre supérieure de 22 cm et inférieur de 13cm avec une profondeur de 17 cm, ils ont remplis par
une quantité de 4 kg de mélange sable et terreau (95 % sol/ 5% terreau). Le fond des pots est recouvert
de gravier pour assurer un bon drainage (figure 19).

Figure 19 : Préparation des pots

1V.4.4. Application du stress

Le plomb est utilisé sous forme de solution de nitrate de plomb Pb(NO3), a des concentrations
différentes (0, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 ppm) et pour chaque traitement 05 répétitions
sont réalisées. Les plantes sont stressées pendant 15 jours a raison d’une fois par semaine en
respectant la capacité de rétention. Les plantes stressées sont arrosées deux fois par semaine : une fois
avec la solution nutritive Actifeg et une fois avec la solution de nitrate de plomb et les plantes témoin

sont arrosées avec 1’eau distillée.
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Figure 20 : Plantes de Cleome amblyocarpa Barr. & Murb apres 45 jours de culture.
IV.4.5. Récolte des plantes

A la fin de I’expérimentation, apres 15jours d’exposition au stress par le plomb, les plantes sont
séparées de leurs substrat (Figure 21), puis rincées soigneusement a 1’eau de robinet, aprés séchées sur
des papiers filtre. Chaque plante est enveloppées dans des papiers sulfurées puis dans des papiers
d’aluminium (Figure 22) pour les séchées a 80°C pendant 48 h et aprés broyées et conservées sous

forme de poudre dans des tube étiqueté.

Figure 21 : Récolte des plantes. Figure 22 : Plantes Cleome amblyocarpa

dans des papiers d’aluminium.
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IV.4.6. Paramétres étudiés
1V.4.6.1.Dosage de la chlorophylle

L’extraction de la chlorophylle a et b est réalisé selon la méthode de Lichtenthaler (1987) et
Shabala et al. (1998).

Les concentrations de la chlorophylle « a », de la chlorophylle « b » sont effectués a I’aide d’un

spectrophotometre a UV a des densités optiques respectives de 663 nm et 645 nm.

Les concentration en chlorophylle a, b, totale et en caroténoides / xanthophylle, exprimer en

mg.g-1 MF, sont calculer par les équations de (Wang et al., 2010) :
Chlo a =12.25 x A (663) — 2.79 X A (645)
Chlo b =21.50 x A (645) —5.10 x A (663)
Chlorophylle totale = 7.50 x A (663) + 18.71x A (645).
1V.4.6.2.Dosage des sucres solubles totaux
Les sucres solubles totaux sont dosés par la méthode de Dubois et al. (1956).

La densité optique est lue a une longueur d’onde de 585 nm. Les valeurs obtenues sont converties

en teneur de sucres solubles a partir de la courbe d’étalonnage.
1V.4.6.3.Dosage des protéines totales

La technique utilisée pour le dosage des protéines totales est celle de Bradfort (1976) qui utilise

le BSA (le sérum d’albumine de bovin) comme standard.

Le dosage se fait au spectrophotométre a la longueur d’onde 595 nm. La quantité des protéines
totales est déterminée a partir de I’équation suivante existant dans la courbe d’étalonnage.

Y =0,341X + 0,004
Y : valeur de I’absorbance X : quantité des protéines totales (mg.g-1)

IV.4.7. Analyse statistique

Tous les résultats obtenus ont été soumis a une analyse de logiciel R version 4.1.0. (27/06/2021).
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V. Résultats et discussion

V.1. Résultats

V.1.1. Teneur en chlorophylle a, b et totale des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb

Les figures 24, 25 et 26 représentent la teneur en chlorophylle de I’espéce étudiée Cleome
amblyocarpa Barr. & Murb., stressée par le plomb durant deux semaines d’exposition a différentes
doses (0, 250, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 ppm).

V.1.1. 1. Teneur en chlorophylle a

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en chlorophylle a des plantes traitées
aux doses 250, 500 et 1000 ppm est plus faible (Chlo a < 08mg/g MF) par rapport aux

plantes témoins.

L’application de plomb aux doses 1500, 2000 et 2500 ppm entraine une
augmentation notable des teneurs en chlorophylle a (Chlo a > 11 mg/g MF) avec une
diminution progressive des teneurs au fur et a mesure que les doses augmentaient jusqu'a
3000 ppm (Figure 23).

1000 1500 2000 2500 3000

4 6 B
| | |

Chlorophyle (mgig MF)
2
|

Plomb (ppm)

Figure 23 : Teneur en chlorophylle a (mg/g MF) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb.
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Tableau 7 : Teneur en chlorophylle a (mg/g MF) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb.

Doses (ppm)
° 250 500 | 1000 | 1500 | 2000 | 2500 | 3000
Témoin
Répétition

R1 9,045 | 5541 | 3,174 | 6,484 | 11,499 | 7,999 | 7,640 | 8,626
R2 8,174 | 5567 | 5089 | 7,335 | 10,039 | 10,379 | 7,807 | 6,487
R3 6,357 | 3,321 | 4,500 | 7,061 | 6,173 | 8911 | 7,696 | 6,476
R4 6,944 | 6,538 | 4,199 | 5605 | 8,134 | 7,998 | 6,674 | 7,999
R5 9,224 | 4275 | 4,665 | 6,329 | 9,953 | 8536 | 9,862 | 4,206

V.1.1. 2. Teneur en chlorophylle b

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en chlorophylle b sont relativement élevées pour
les plantes traitées aux doses 250, 1000 et 2500 ppm (Chlo b> 05 mg/g MF) comparativement a celle
des plantes témoins (Chlo b> 04 mg/g MF). Nous enregistrons également des teneurs relativement
similaires pour les doses 500, 1500, 2000 et 3000 ppm (Chlo b >4 mg/g MF) (Figure 24).
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Figure 24 : Teneur en chlorophylle b (mg/g MF) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb.
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Tableau 8 : Teneur en chlorophylle b (mg/g MF) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb

oses (ppm)
° 250 500 | 1000 | 1500 | 2000 | 2500 | 3000
Témoin
Répétitio

R1 4,031 | 6,086 | 5634 | 5938 | 4,650 | 6,432 | 5212 | 4,314
R2 4,163 | 4,665 | 4,627 | 5,000 | 4,349 | 4,079 | 5001 | 5,021
R3 3,428 | 6,082 | 4553 | 4,586 | 5,681 | 3,578 | 5433 | 5,344
R4 4,621 | 4,925 | 5472 | 7,754 | 4,620 | 4,656 | 5,899 | 4,114
R5 4,288 | 5542 | 3,671 | 5019 | 3,998 | 3,639 | 4,131 | 3,903

V.1.1. 3. Teneur en chlorophylle totale

Les résultats obtenus montrent que la teneur en chlorophylle totale diminue pour les plantes
traitées avec les doses 250 et 500 ppm (Chlo totale < 11,5 mg /g MF). La teneur en chlorophylle totale
est importante chez les plantes stressées a 1500 ppm de Pb (Chlo totale = 16,51 mg/g MF) puis
diminue progressivement pour les plantes traitées avec des doses plus élevées (Figure 25).
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Figure 25 : Teneur en chlorophylle totale (mg/g MF) des feuilles de La Cleome amblyocarpa stressée
au plomb.
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Tableau 9 : Teneur en chlorophylle totale (mg/g MF) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb.

Doses (ppm)
° 250 500 1000 | 1500 |2000 |2500 | 3000
Témoin
Répétition
R1 13,36 | 11,82 | 893 | 12,64 | 16,51 | 14,70 | 13,10 | 13,22
R2 12,60 | 10,42 | 9,89 | 12,58 | 14,71 | 14,79 | 13,06 | 11,72
R3 9,99 9,53 9,21 | 11,88 | 12,06 | 12,77 | 13,38 | 12,04
R4 11,79 | 11,68 | 9,82 | 13,56 | 13,02 | 12,91 | 12,80 | 12,37
R5 13,81 9,97 849 | 11,56 | 14,27 | 12,45 | 1431 | 8,25

V.1.1. 4. Discussion

Les résultats obtenus concernant les teneurs en chlorophylle a, b et totale montrent qu’il existe
des teneurs élevées en chlorophylle méme a fortes doses de plomb, Cela indique qu'il n'y a pas d'effet
significatif sur la synthese de la chlorophylle en fonction des doses de plomb utilisées dans ce travail.
Les résultats ont montré que les teneurs en chlorophylle les plus élevées enregistrées aux doses 1000 et
1500 ppm puis ont commencées a diminuer progressivement jusqu'a ce que la dose la plus élevée
(3000 ppm), et jusqu'a ce niveau de stress appliqué par le plomb, les teneurs en chlorophylle restent

élevées dans la plupart des plantes expérimentées comparativement a celle des plantes témoins.

V.1.2. Teneur en sucres solubles des feuilles de La Cleome amblyocarpa stressée au plomb

Les résultats obtenus concernant les teneurs en protéines des parties aériennes des plantes de
Cleome amblyocarpa sous stress métallique, ont montré une diminution des teneurs en sucres solubles
des plantes exposées aux doses 250, 500, 1000, 1500, 2000 et 3000 ppm ( < 0,8 mg/g MS)
comparativement a celle des plantes témoins et nous avons enregistré une augmentation significative a
la dose 2500 ppm (1,098 mg/g MS) (figure 26).
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Figure 26 : Teneur en sucres solubles (mg/g MS) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb.

Tableau 10 : Teneur en sucres solubles (mg/g MS) des feuilles de Cleome amblyocarpa stressée au
plomb.

Doses (ppm)
° 250 500 1000 1500 2000 2500 3000
Témoin
Répétition

R1 0,906 0,844 | 0,636 0,639 0,614 | 0,371 0,843 0,931
R2 0,676 0,931 0,898 0,618 0,360 0,554 1,098 0,473
R3 0,859 0,763 0,806 0,488 0,288 0,729 0,569 0,367
R4 0,808 0,641 0,384 0,375 0,790 0,487 0,835 0,522
R5 0,677 0,339 0,705 0,856 0,892 0,874 | 0,832 0,496

V.1.2. 2. Discussion

Les résultats obtenus ont montré une augmentation significative des teneurs en sucres a la dose
2500 ppm (1,098 mg/g MS) comparativement a celle des plantes témoins (0,906 mg/g MS) et cela
montre que cette accumulation importante des sucres solubles dans les plantes stressées au plomb est
une réponse au stress métallique, ce qui est évident a partir de dose 2500 ppm.
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V.1.3.Teneur en protéines totales

V.1.3.1. Teneur en protéines totales des parties aériennes de la Cleome amblyocarpa stressée au
plomb

Les résultats obtenus, qui concernent les teneurs en protéines pour les parties aériennes des
plantes de Cleome amblyocarpa, ont montré une diminution significative des teneurs en protéines, a

partir de la dose 2500 ppm, aprés avoir atteint sa valeur la plus élevée a la dose 2000 ppm (figure 27).
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Figure 27 : Teneur en protéines totales (mg/g MF) des parties aériennes de Cleome amblyocarpa
stressée au plomb.

Tableau 11 : Teneur en proteines totales (mg/g MF) des parties aériennes de Cleome amblyocarpa
stressée au plomb.

Doses (ppm)
° 250 500 1000 1500 2000 2500 3000
Témoin
Répétition

R1 0,129 0,194 0,196 | 0,220 0,158 0,355 | 0,047 0,000
R2 0,173 0,199 0,202 | 0,176 0,182 0,126 | 0,094 0,000
R3 0,185 0,258 0,232 | 0,082 0,103 0,284 | 0,029 0,088
R4 0,144 0,150 0,144 | 0,161 0,191 0,135 | 0,117 0,047
R5 0,135 0,173 0,185 | 0,059 0,129 0,135 | 0,035 0,018
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V.1.3.2. Teneur en protéines totales des parties racinaires de Cleome amblyocarpa stressée au

plomb

Les résultats obtenus pour les parties racinaires des plantes, ont montré une diminution
significative des teneurs en protéines totales a la dose 500 et 1000 ppm puis une augmentation a la
dose 1500 et 2000 ppm pour revenir a la baisse et atteindre sa valeur la plus basse a la dose 3000

(figure 28).
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Figure 28 : Teneur en protéines totales (mg/g MF) des parties racinaires de Cleome amblyocarpa

stressée au plomb

Tableau 12 : Teneur en proteéines totales (mg/g MF) des parties racinaires de Cleome amblyocarpa

stressée au plomb.

Doses (ppm)
° 250 500 1000 1500 2000 2500 3000
Témoin
Répétition

R1 0,150 0,124 0,035 0,009 0,136 0,141 0,031 0,073
R2 0,074 0,131 0,030 0,049 0,241 0,122 0,067 0,014
R3 0,208 0,150 0,060 0,044 0,287 0,212 0,144 0,030
R4 0,135 0,109 0,022 0,063 0,139 0,160 0,101 0,099
R5 0,278 0,064 0,099 0,102 0,151 0,168 0,072 0,004
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V.1.3.3. Discussion

Les résultats de la présente étude ont montrés une augmentation de teneur en protéines totales
chez Cleome amblyocarpa aux doses de 1500 et 2000 ppm comparativement a celle des plantes
témoins, Cette accumulation protéique pourrait étre la conséquence de la synthese par la plante de
protéines de défense contre ce stress métallique (Gupta et al., 2010), avec notamment des protéines
intervenant dans le maintien du statut redox de la cellule comme 1’ascorbate, ou dans la séquestration

du métal (GSH, PC) (Brunet et al., 2009 ; Liu et al., 2009 ; Yadav, 2010 ; Jiang et Liu, 2010).

La diminution du taux de protéines est remarquée dans les racines plus que les feuilles de la
plante a partir de la dose 2500 ppm et cela est d0 au fait que les protéines sont particulierement
sensibles a I’action des ROS. Les ROS sont aussi capables de couper les liaisons peptidiques et de
former ainsi des fragments protéiques (Kocchlin-Ramonatxo, 2006).
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Conclusion

Les résultats obtenus dans le cadre de la présente étude ont révélé les principaux effets de la
contamination par le plomb sur les parametres biochimiques de Cléome amblyocarpa Barr.&Murb.,
Les différents paramétres biochimiques testés sur les plantes ont permis de montrer, que le plomb

induit des effets délétéres sur la partie aérienne et aussi au niveau des racines.

Les résultats obtenus ont montré que la chlorophylle b chez Cléome amblyocarpa Barr.&Murb.,
s’accumule moins par apport au chlorophylle a, aussi bien pour les témoins que pour les plantes
stressées. L’accumulation de la chlorophylle a, b et totale est significativement augmentée a des doses
élevés (1000, 1500, 2000 et 2500 ppm) comparativement a celle des plantes non stressées, cela indique
que les doses utilisées dans I'expéerience, méme la plus élevée (3000 ppm) , n'ont aucun effet négatif
sur l'accumulation de chlorophylle.

L’application de stress meétallique par le plomb sur la plante de Cléome amblyocarpa
Barr.&Murb., a entrainé une augmentation des sucres solubles en fonction de la concentration
croissante du plomb, ’accumulation des sucres solubles est trés importante chez les plantes stressée

comparativement aux plantes non stressees.

La réponse protéique des plantes de Cléome amblyocarpa Barr.&Murb., au stress au plomb varie
selon I'organe et I'intensité du stress. Les analyses des protéines totales a 1’aide de la méthode de
Bradfort (1976) montrent que I’accumulation des protéines totales s’effectue principalement aux
niveaux des feuilles sous les différents traitements métalliques. Les racines présentent toujours des
teneurs en protéines totales remarquablement inférieures a celles des parties aériennes. L’augmentation

de I’intensité du stress par le plomb induite des effets déléteres sur les teneurs en protéines totales.

Les résultats trouvés suggerent que la plante de Cléome amblyocarpa Barr.&Murb., peut étre
utilisée dans un systéme de dépollution des sols car elle posséde des propriétés particulieres de
résistance naturelle a de nombreuses contraintes abiotiques. Un tel travail ouvre de multiples
perspectives qui consistent a développer notre recherche par 1’étude des autres conditions liées aux
conditions édaphiques du milieu, et la translocation du plomb dans les différentes parties de la plantes.
Enfin, le passage a une culture sur sol pollué¢ dans les conditions naturelles permettrait d’étudier les

capacités de Cléome amblyocarpa Barr.&Murb., a extraire le plomb présent dans le sol.
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Annexe 01 : Caractéristiques du terreau.

Annexes

Caractéristiques

Valeurs

Matiere organique

70/ 80 % de la matiére seche

Matiére seche

40 / 50 % du produit brute

Porosité totale du volume

80 % v/v

Humidité Min 40% - Max 60%
pH eau 45-175
Conductivité électrique 0.7 dS/m
Sel (H20) <1l5¢/l
Potassium 80 — 400 mg/l (K20)

Azote (CaCly)

50 — 300 mg/I (N)

Phosphate

80 — 300 mg/l (P20s)

Annexe 02: Préparation de la solution stressante

Le plomb est utilisé sous la forme Pb(NO3)2 qui est mise en solution dans de I’eau distillée. Afin
d’obtenir une concentration de 2500 ppm, 5000 ppm, 7500 ppm et 10000 ppm nous avons procédé aux
calculs ci-dessous : Poids =C (mg/1 ou ppm). v(l) * M Pb(NO3)2 (g/mol)/MPb (g/ mol).

C : concentration, V : volume, M :

Annexe 03 : Capacité de rétention de 1’eau
Calcul de la capacité de rétention CR pour 100g de sable
Po poids pot de yayourt vide est 4.3 g.

P1 poids de sable 100 g.

P, poids aprés 24h (apres saturation) 127,1 g.

CR= (P2-P1)-Po= (127.1-100) - 4.3=22.8 g.

La capacité de rétention pour 100g de sable est égale 22.8ml.

masse molaire



Annexe 05 :

Annexe 06 :

Composition de la solution nutritive Actifeg.

Eléments majeurs (g/l)

Azote (N) 200
Phosphore (P20s) 200
Potassium (Kz0) 200
Oligoéléments (g/l)

Magnésium (MgO) 04
Fer EDTA (Fe) 0.65
Manganese (Mn) 0.65
Molybdéne (Mo) 0.05
Souffre (SO3) 8
Cuivre (Cu) 0.06
Zinc (Zn) 0.3
Bore (B) 0.3

Courbe d’étalonnage

2

o y=1,780x-0,040
18 R?=0,993
1,6
1,4
1,2
o
a 1
0,8
0.6
0,4
0,2
0 e
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sucressolubles (mg/g)

Figure 01 : Courbe d’étalonnage des sucres solubles
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage des Protéines totales



