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Introduction

Le sol est une ressource naturelle non renouvelable, un milieu ou minéral et vivant
sont étroitement imbriqués et par conséquent indissociables (Pierre Stengel et a/, 2009). Le
sol est en continuel interaction avec 1’hydrosphére, I’atmosphere, et les étres vivants, par
conséquent sa perturbation ou sa pollution peut porter atteinte a la santé de I’homme ainsi que
tous les étres vivants. La pollution métallique représente 1’une des menaces majeures auxquels
le sol est exposé, accentuée depuis le développement industriel, elle constitue un véritable
défis pour la sant¢ de I’homme et I’environnement, pour cela le sol est une ressource qu’il
faudra mieux connaitre pour mieux maitriser I’utilisation que nous en faisons, d’autre part,
développer des technologies de dépollution du sol devient de plus en plus nécessaire et
alarmant.

Bien que les techniques physico-chimiques soient nombreuses et variées, elles
nécessitent des équipements spéciaux et leurs cofits restent tres €levés. De plus, ces techniques
perturbent profondément l'activité biologique et la structure physique des sols traités,
(Abdelly, 2006). Afin de contrer cette problématique, développer de nouvelles approches est
nécessaire, la Phytoremédiation se présente comme 1’une de ces approches prometteuses. La
Phytoremédiation est I'utilisation de plantes vertes pour €éliminer, contenir, ou rendre moins
toxiques les contaminants environnementaux. Cette technique peut faire 1'objet de plusieurs
stratégies, telles que : la phytoéxtraction, la phytodégradation, la phytostabilisation, la
phytovolatilisation et la rhizofiltration (Hamroun, 2011).

Notre travail fait suite aux travaux de Ouadjer, (2010) ; Hamroun et Hamitouche,
(2011), qui ont mis en évidence le pouvoir extracteur du colza pour la dépollution d’un sol
contaminé par le plomb. Dans notre cas nous nous intéressons toujours a la dépollution d’un
sol contaminé par le plomb en utilisant le colza comme plante hyperaccumulatrice, mettant en
¢vidence I’influence du pH et de 'EDTA (Ethylene diamine tetra acetic acid) sur cette
capacité de phytoéxtraction.

Pour cela nous avons divisé notre travail en deux parties ;

e Lapremicre partie présente une synthese bibliographique portant sur trois chapitres ;
-la pollution par le plomb
-la Phytoremédiation
-Généralité sur le stress métallique

e Ladeuxieme concerne la partie expérimentale composée de deux chapitres ;

-Le premier dont lequel nous représentant le matériel utilisés et les méthodes

d’analyses adoptées



Introduction

-Dans le second, figure les résultats obtenus et leurs discussions. Et on termine

par une conclusion générale.



Chapitre | Pollution des sols par le plomb

I.1. Généralités sur le plomb

I.1.1. Propriétés physico-chimiques du Plomb

Le plomb, du latin « plombum », est un métal mou, gris, sans golit ni odeur caractéristique, se
trouvant habituellement en petite quantité dans la crolte terrestre. Il appartient au groupe IV b de la
classification périodique des éléments. Ses principales propriétés physicochimiques sont présentées
dans le Tableau 1. De configuration ¢lectronique [Xe] 4f14 5d10 6s2 6p2, il posséde deux électrons
non appariés sur sa couche électronique externe. Cette configuration électronique autorise les
degrés d’oxydation (+2) et (+4), en plus de la forme métal (0). (Laperche et al, 2004)

Le cation Pb*" est un acide au sens de Lewis, c'est-a-dire qu’il est susceptible d’accepter un
doublet d’¢lectrons venant d’une base, pour former une liaison covalente. C’est également une
espece chargée, susceptible d’interactions €lectrostatiques avec des ions de signes contraires pour

former une liaison ionique (Sposito ef al. 1982).

Tableau 1 : Principales propriétés physico-chimiques du plomb.

Symbole Pb

Numéro Atomique 82

Masse atomique 207,2 g.mol™
Point de fusion 327 °C

Point d’ébullition 1740 °C
Densité 11,35
Configuration électronique [Xe] 4f14 5d10 6s2 6p2
Valence 0, +2, +4

Pb** 0,94 21,49 A
Pb** 0,78 2 0,94 A

I.1.2. Le plomb dans I’environnement
1.1.2.1. Histoire de I’utilisation 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 7 000 ans (Figure 1). Du fait de sa relative disponibilité et de ses propriétés physico-chimiques
(malléabilité, ductilité, bas point de fusion, propriété anticorrosion), le plomb a été largement utilisé
par les Grecs et les Romains comme pigments (oxyde de plomb) ou pour réaliser des canalisations,

de la vaisselle, des pieces de monnaie, des toitures...etc.
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Figure 1 : Evolution de la production mondiale du plomb depuis 5 000 ans.
D'aprés National Academy of Sciences— 1980.

L’utilisation du plomb a ensuite explosé¢ au cours de la Révolution industrielle. Pendant la
premicre moiti¢é du XXeéme siecle, le plomb a été utilis¢ dans 1’industrie, ’imprimerie et les
peintures. Dans la seconde moiti¢ du siecle, I’utilisation dominante était liée aux carburants
automobiles (le plomb était ajouté dans I’essence comme antidétonant) puis aux accumulateurs de
voitures et industriels. Depuis les années 1970, le développement de nouvelles technologies, la prise
en compte des problémes environnementaux et de santé publique, ont conduit a la diminution ou a
I’arrét de certaines utilisations du plomb (canalisations, soudure, peinture, pesticides, antidétonant
dans I’essence...etc.).

Dans les pays industrialisés, la production secondaire (2 partir de la valorisation des déchets)
ne cesse de progresser par rapport a la production primaire (a partir de minerai). En 2005, la France
a produit environ 300 000 tonnes de Pb dont 94,5 % provenaient du recyclage du métal (ADEME,

2006). Environ 72 % de cette production était destinée a la fabrication d’accumulateurs.

1.1.2.2. Les sources de pollution par le Plomb
Le plomb retrouvé dans D’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 ’environnement : eau, air et méme les étres vivants
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Le plomb a une teneur moyenne dans la crotte terrestre de 0,002 % (36¢me élément), et est
présent dans la plupart des roches meres. La présence naturelle du plomb dans le sol est
essentiellement due a sa mise en disponibilité par les processus d’altérations chimiques. En quantité
plus faible, le plomb peut étre libéré dans I’atmospheére lors de ’activité volcanique ou lors de feux
de forét, et étre déposé sur les sols par des retombées atmosphériques. En I’absence de toute action
anthropique, les teneurs naturelles moyennes des sols en plomb sont de 32 mg/kg (Pais et Benton
Jones, 2000).

En France, les teneurs naturelles varient entre 9 et 50 mg.kg-1 (Baize, 1997). Dans le cas
d’anomalies géochimiques, cette teneur peut atteindre plus de 3 000 mgkg-1, comme dans les
paléosols ferralitiques du Poitou, les "terres rouges".

Les activités anthropiques sont a I’origine d’un flux de plomb trés important pouvant conduire
a des contaminations locales aigu€s. Ce flux représentait, en 1980, 332 000 t.an-1 contre 12 000
t.an-1 d’origine naturelle (Nriagu, 1990). Le rapport parlementaire du sénateur Miquel (Miquel,
2001) met en évidence que I’enrichissement moyen annuel en plomb des terres émergées, a
I’échelle de la planete, s’effectue en grande partie via les retombées atmosphériques (68 %).
Toutefois, dans les pays industrialisés, la part des émissions atmosphériques, dans les pollutions au
plomb, a fortement diminué. Elle ne représente plus que 33 % en France (mesure sur les sols
agricoles), (SOGREAH, 2007) soit une baisse de 97 % en quinze ans (CITEPA, 2007). Cette
diminution s’explique notamment par 1’application du protocole d’Aarhus, et surtout par
I’interdiction du plomb dans 1’essence. Par ailleurs, bien que les pays industrialisés aient fortement
réduit leurs émissions en plomb, la trés forte croissance économique de pays comme la Chine ou
I’Inde ne permet pas de constater, a I’échelle mondiale, une baisse du flux de plomb d’origine

anthropique vers I’environnement (notamment des émissions atmosphériques).

1.1.2.3. Les différentes formes de plomb dans I’environnement

Le plomb est présent dans de nombreux minéraux et ne se rencontre que rarement a 1’état natif.
Les principaux minéraux porteurs de plomb, sont des sulfates (anglésite : PbSQO,), des carbonates
(cérusite : PbCOs3), des oxydes (oxyde, dioxyde tétraoxyde.), des hydroxydes (Pb(OH);), des
sulfates (galéne) ou encore des phosphates. L’ensemble de ces minéraux présente une solubilité a
I’eau trés faible (DENEUX-MUSTIN et a/, 2003).

Le plomb peut également étre présent dans les systemes naturels sous la forme de solutions
solides qui, dans certain cas, peuvent controler sa concentration dans la phase aqueuse. Parmi ces

solutions solides on peut citer les solutions avec ’apatite ([Ca (1- x)Pbx(PO4)30H]), la calcite
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(([Ca(1-x)PbxCOs3]), la barite ([Ba(1-x)PbxSO4]) ou encor les sulfures de fer ([Fe(1-x)PbxS])
(DENEUX-MUSTIN, et al).

1.1.3. les voies de pénétration du plomb dans I’organisme
Le plomb peut pénétrer dans I’organisme humain par trois voies :

a- Par inhalation de vapeur de plomb ou de poussi¢re (oxyde de plomb)

b- Par ingestion, qu’il s’agisse du plomb d’abord inhal¢ et ingéré¢ a la suite des processus
d’épuration pulmonaire, ou du plomb ingéré directement avec les aliments ou avec les
poussiéres se trouvant sur les mains ou les objets portés a la bouche notamment chez les
jeunes enfants.

c- Par voie cutanée, plus rarement. Il s’agit de 1’absorption du plomb organique liposoluble
qui peut étre présent dans les crémes. Le tableau 2 résume les différentes voies

d’exposition au plomb.

Tableau 2 : Voies d’exposition au plomb (Laperche et a/, 2004).

Plantes contaminées par des dépositions de poussiéres de plomb
et/ou accumulation depuis le sol

Gibier

Procédés de stockage des aliments

Alimentation Ingestion

Poussiéres fines

Poussiéres Inhalation Fumées de cigarettes
Emissions automobiles des véhicules a essence

. Ingestion Ecailles de peintures anciennes (5 a 40 % de Pb) ;
Peintures Inhalation Poussiéres de peinture lors des travaux de rénovation.
Meétallurgie du plomb et du zinc
Fabrication d’accumulateurs et de batteries
Récupération des métaux
Oxydécoupage des toles
Activités Inhalation So’udure . .
Professionnelles Décapage des vieilles peintures
/ Manipulation des pigments auriféres
Loisirs Poussiéres transportées sur les vétements au domicile

Activités de poterie, briilage de vieilles peintures, fonte de soldats
en plomb, imprimerie

I.2. La phytodisponibilité du plomb
Les plantes peuvent absorber le plomb présent dans le sol par I’intermédiaire de leurs racines.
Une partie de ce métal, présent dans les retombées atmosphériques ou dans les amendements

agricoles (impuretés), peut également étre absorbée par leurs feuilles. Cependant, en dehors de
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zones proches d’installations générant la production de grandes quantités de plomb dans
I’atmospheére, la plus grande partie du plomb absorbée par les plantes I’est par absorption racinaire.
1.2.1. 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 a/ (2005), est
biodisponible pour une plante (= phytodisponible), la fraction d’un €élément susceptible d’étre
absorbée par les racines.

La phytodisponibilit¢ des ETM est fortement corrélée a la concentration d’espéces
ioniques dans la solution du sol (Kabata-Pendias et Pendias , 1992). Elle est ¢galement largement
dépendante des propriétés du sol, de I’espece végétale considérée et de 1’¢lément 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 La disponibilité ou mobilité chimique.

e [’accessibilité ou mobilité physique.

e [’assimilation ou mobilité biologique.

1.2.2. la distribution du plomb dans le sol

Le comportement du plomb dans la solution du sol (disponibilit¢ au transport ou
immobilisation) et aux interfaces solution/solide et solution/plante dépend d’un grand nombre de
parametres biogéochimiques liés a la nature du sol (teneur en argile, pH, capacité d’échange
cationique...), au contexte microbiologique, et aux formes chimiques du métal présentes dans la
solution du sol ou associées a la phase solide. Ces différents parametres sont trop nombreux et les

interactions trop complexes (Cecchi, 2008) pour étre développées dans cette étude bibliographique.
Notons toutefois que la mobilité du plomb va étre particulierement conditionnée par la
teneur en phases adsorbantes du sol (matiére organique, argile, oxydes...). En effet, ce métal
posséde une forte affinité pour ces constituants du sol (Ross, 1994). Les différentes interactions

avec les composants du sol et la distribution du plomb dans le sol sont résumées dans la Figure 2.
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Figure 2 : Dynamique du plomb dans le systéme sol-plante (Alloway, 1995).

Le plomb va ainsi se retrouver :

e Inclus dans des minéraux primaires hérités de la roche-mere (Figure 2.a) ou dans des
minéraux secondaires suite a des précipitations ou co-précipitations (Figure 2.b) notamment
avec des oxydes (Fe, Al, Mn),

e Adsorb¢ a la surface de la matiere organique du sol (MOS ; Figure 2.c),

e Adsorb¢ a la surface des méso et microorganisme du sol ou absorbé par eux (Figure 20.d),

e Dans la solution du sol, associ¢ a des colloides (Figure 2.¢),

e Dans la solution du sol, complexé par des molécules organiques ou sous forme libre (f). Les
principales espéces du plomb présentes dans la solution du sol sont Pb2+, et PbCO3
(BRGM, 2004). Ces formes solubles, bien que trés minoritaires, ont un role fondamental,
puisque les racines prélévent uniquement le plomb dans la solution du sol (Bourrelier et

Berthelin, 1998).
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I1.2.3. les facteurs influencant la phytodisponibilité du plomb
De nombreux facteurs influencent la solubilisation du plomb et son passage dans la
solution de sol (Hinsinger, 2001; Lombi ef al., 2001; Cecchi, 2008). Les principaux sont résumés

dans la Figure 3.

® Plante ¥

Caractéristiques de la plante ~ Activité de la plante

- systéme racinaire ety - | CTOISSANCE des racines

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

composés organiques, etc.)

caractéristiques du MO(
- biomasse totale
- biodiversité

Sol <+ Microorganisme (MO)
exture ! &
nun'imel:llt‘sL tc::mtammants Activité du MO
it ’ - fixation
densité, redox, etc. s
- synthese et hbération
de composés orgamques
et Inorganiques

Figure 3 : Interactions au niveau de la rhizosphére entre le sol, la plante et les microorganismes,
influencant la phytodisponibilité (Lombi ef al., 2001).

Notons que les deux facteurs les plus importants dans la phytodisponibilité du plomb sont la
teneur en MOS et le pH du sol. En effet, la disponibilité du plomb est fortement corrélée a la teneur
en matiere organique du sol (McBride et al., 1997 ; Lee et al., 1998,). La fraction minérale
n’intervient de fagon importante dans la mobilité du métal que lorsque le sol contient peu de matiere
organique et a une teneur importante en oxydes métalliques (Pulford ez al., 1982).

De trés nombreuses études ont également montré que 1’autre parametre important du sol est
le pH (McBride et al., 1997; Lee et al., 1998; Yang et al., 2006a). 1l influence fortement la
spéciation du métal, mais également les interactions entre celui-ci et les différents composants du

sol. La mobilité du plomb est plus grande dans les milieux acides, alors que sa solubilité diminue
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avec 1’¢élévation du pH. Gerriste et Van Driel (1984) ont démontré des relations linéaires entre la
constante d’adsorption du plomb, les teneurs en matiere organique et le pH des sols étudiés.

La plante influence énormément les propriétés physico-chimiques de la rhizosphére. Elle
préléve de ’eau et des éléments nutritifs nécessaires a sa croissance, et libeére diverses substances
minérales et organiques : exsudats, sécrétions et excrétions racinaires. La plante modifie ainsi le pH
de la rhizosphére. Le prélévement des nutriments par les racines affecte ce pH en libérant des ions
H+ (pour prélever des cations comme NH4") ou OH- (pour prélever des anions comme NO3') dans
le milieu (Hinsinger, 2001; Lasat, 2002). L’extrémité des racines est également nettement plus acide
que le reste du sol, et I’on observe un gradient de pH le long de la racine. L’amplitude de la
variation peut dépasser deux unités pH. Cette acidification apicale est due a une intense excrétion de
protons lors du processus d’¢longation racinaire.

D’autres parametres, comme [’activité biologique d’un sol, peuvent modifier la
phytodisponibilit¢ du plomb. Les paramétres physico-chimiques d’un sol influencent fortement
I’activité biologique (micro- et méso-biologique) se déroulant en son sein.

Cette activité biologique modifie en retour les parametres du sol (pH, matiére organique,
structure...), et joue un role dans la biodisponibilit¢ du plomb par des processus de biosorption,
bioaccumulation et de solubilisation. Lorsque I’on considére la mobilit¢ du plomb dans la
rhizosphere, le pH rhizosphérique n’est pas le facteur le plus important (Lasat, 2002 ; Tao et al.,
2005 ). Dans la rhizosphere, zone bien particuliere du sol, les ¢léments organiques (d’origine
végétale ou microbienne) présents et 1’activité microbiologique semblent jouer un rdle plus
important que ’acidification. En effet, les acides organiques comme I’acide citrique, malique ou
oxalique ont la capacité de désorber le plomb et de favoriser sa solubilisation dans le sol (Wu et al.,
2003; Yang et al., 2006a). Le plomb réagirait avec les acides organiques dans la solution du sol
selon les réactions suivantes :

R-COOH + Pb** & R-COOPb" + H" ou
R-OH + Pb** = R-OPb* + H'

Avec

v" R-COOH : acide carboxylique ;

v" R-OH : alcool ou phénols (ligands organiques).

Plusieurs auteurs ont également mis en évidence la capacité de certains sidérophores
microbiens a désorber le plomb (Kraemer et al., 1999; Dubbin and Louise Ander, 2003),
démontrant ainsi I’importance des microorganismes présents dans le sol dans les mécanismes de

solubilisation du plomb. Ces résultats sont confirmés par les nombreuses expérimentations de
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Phytoremédiation (de sols pollués en plomb) assistées par une bio-augmentation de la biomasse

microbienne du sol (Lebeau et al., 2008).
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Introduction

La Phytoremédiation est une technologie émergente qui utilise des plantes pour extraire, dégrader ou
immobiliser les polluants dans un sol pollué. On parle de Phytoremédiation aidée lorsqu’il y a ajout
d’amendement au sol pour faciliter ’action des plantes. Cette technologie regroupe un ensemble de
techniques parmi lesquelles on peut citer les deux plus importantes, appliquées sur des contaminations
métalliques :

La phytostabilisation qui utilise des plantes tolérantes aux métaux, et capables d’immobiliser les
polluants dans le sol pour réduire les risques de transfert vers les autres compartiments de
I’environnement et la phytoéxtraction qui est une technique de dépollution utilisant des plantes tolérant

les polluants et qui les concentrent dans leurs parties aériennes.

I1.1 La phytoéxtraction

La phytoéxtraction est la méthode de Phytoremédiation la plus utilisée compte tenu du fait qu’il ya
isolation des polluants, sans altérer la structure et ’activité biologique des sols (Ghosh et Singh, 2005).
C’est la voie dans laquelle les chercheurs se sont le plus investis depuis le début de cette décennie
(Chedly, 2006). Aussi appelée phytoaccumulation, la phytoéxtraction référe a 1’absorption des
contaminants présents dans le sol par les racines de la plante. Par la suite, ces contaminants sont
transférés (ou transloqués) et accumulés dans les parties aériennes de la plante, comme les tiges et les
feuilles, qui sont ensuite récoltées (Etats-Unis united states Environnemental Protection EPA, 1999).
Certaines plantes sont appelées « hyperaccumulatrices », puisqu’elles possédent la capacité
d’absorber une grande quantit¢é de métaux comparativement aux autres plantes (United Nations
Environnement Program UNEP, 2002).

Ces plantes hyperaccumulatrices doivent étre capables d’accumuler au moins 1 000 mg d’un
métal spécifique par kilogramme (kg) de matiére seéche, sans qu’il y ait de dommage apparent sur

leur physiologie (Interstate Technology and Regulatory Cooperation work group ITRC, 2009) (fig 11.4)
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Figure 4 : Processus d’extraction, d’absorption des contaminants présents dans le sol,
(Interstate Technology and Regulatory Cooperation work group ITRC, 2001)

I1.2. Description du procédé de phytoéxtraction

La technique de phytoéxtraction consiste a utiliser les plantes afin d’extraire les contaminants
(essentiellement les métaux disponibles) et de les stocker dans leur biomasse, de préférence dans les
parties récoltables (transfert vers les parties aériennes). Les plantes sont par la suite récoltées et
incinérées. L’avantage du procéd¢ est la réduction du volume de polluants a traiter par concentration dans
les cendres. Celles-ci peuvent ensuite étre mises en décharge ou recyclées en métallurgie. Il faut
néanmoins noter que la phytoéxtraction est une technique de traitement en développement, les filiéres
d’élimination et/ou de valorisation de la biomasse récoltée ne sont pas encore définies. Les plantes
utilisées sont des espeéces végétales sauvages hyper-tolérantes et/ou hyperaccumulatrices capables de
prélever des métaux toxiques dans les horizons de surface des sols (profondeur < 80cm) et de les
accumuler dans leurs parties aériennes.

Ces plantes hyperaccumulatrices sont endémiques de sites métalliféres et ont la capacité
d'accumuler des métaux a des concentrations pouvant atteindre et dans certains cas dépasser 2 % de la
matiere seche des parties aériennes. Les plantes doivent aussi produire beaucoup de biomasse car le
facteur qui détermine leur utilisation en phytoéxtraction est leur capacité extractrice, égale au produit

biomasse par concentration dans les parties aériennes.
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La phytoéxtraction des métaux limite leur accumulation dans les sols, leur lessivage et leur
transport par érosion €olienne ou hydrique. Le traitement peut concerner des sols industriels ou encore

des sols agricoles ayant recu des épandages de déchets urbains ou industriels.

Schéma de principe du traitement des
sols pollués par phyto-extraction

Culture de végétaux Récaolte et traitement
tolérants et e de la biomasse
hyperaccumulateurs //:’/’/’/ / LSS // végétale concentrée
de métaux /://///; ', ,f/,/, en métaux
» | Transfert des metaux 7 >

| du sol vers les parties

“|aériennes des végétaux|”
Epuisement de la

fraction biodisponible

Figure 5 : Schéma de principe de traitement des sols pollués par phyto-extraction
(Emilie chevrier, 2013)

Il y a la phytoéxtraction assistée par des chélateurs de métaux. Cette méthode est désignée
¢galement par la phytoéxtraction induite et la phytoéxtraction continue. Parmi ces deux procédés la
phytoéxtraction assistée est la plus développée. Cependant, la phytoéxtraction continue commence a étre
appliquée pour la dépollution des métaux lourds (Plomb, Zinc, Cadmium, nickel) et des métalloides
(Sélénium, Arsenic). Les deux stratégies ont fait ’objet d’essais en plein champ et les résultats, bien

qu’encourageants, nécessitent plus d’efforts pour améliorer le processus (Chedly ,2006).

I1.3. Les différents types de phytoéxtraction
I1.3.1. La phytoéxtraction induite
I1.3.1.1. Concept de la phytoéxtraction induite

Pour le plomb, le cadmium, et I’arsenic, on ne connait pas de nos jours des plantes capables
d’accumuler naturellement de grandes quantités de ces éléments. Par exemple, la végétation qui croit sur
un milieu contaminé par le plomb renferme seulement 0.01 a 0.06 % de ce polluant dans la partie
aérienne. Ces teneurs sont inférieures a celles requises pour une phytoéxtraction efficace. Des expériences
réalisées ont montré que I’application d’un chélateur synthétique comme 1’acide éthyléne diamine tétra
acétique EDTA aux sols stimulait ’absorption et I’accumulation du plomb dans la partie aérienne (Figure
6). Ces travaux ont montré que le taux de plomb dans la partie aérienne pouvait dépasser 1% de la matiére
séche.
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Cette découverte a été a I’origine de I’amélioration du procédé de la phytoéxtraction du plomb et a
ouvert la voie au développement de cette technologie a d’autres métaux en utilisant des chélateurs
appropriés (Chedly, 2006).

La quantité du métal extraite du sol est représentée par sa teneur dans le matériel végétal multipliée
par la quantité¢ de biomasse récoltée. Le fait que des plantes produisant une grande quantité de biomasse,
comme par exemple le colza, le mais, le tournesol puissent étre stimulées pour accumuler le plomb dans
leur partie aérienne, représente un autre atout pour le développement de la phytoéxtraction assistée par les
chélateurs. Le concept de la phytoéxtraction induite est également applicable a d’autres métaux. D’autres
expériences réalisées sur des sols contaminés par plusieurs métaux, montrent une accumulation
simultanée du plomb, du cadmium, du cuivre, et du zinc chez des plantes de colza aprés application de
I’EDTA. La stimulation de 1’accumulation du métal est directement reliée a I’affinité du chélateur pour le
métal et suggere que, pour obtenir une phytoéxtraction, un chélateur synthétique ayant une grande affinité
pour le métal a extraire doit étre utilisé. Sur la base de cette information, un protocole pour la
phytoéxtraction assistée par des chélateurs a été récemment proposé :

v' le site contaminé est évalué et une étude préliminaire permet de déterminer la combinaison

appropriée chélateur / plante,

v' le site est préparé et les plantes sont cultivées,

v une fois que la production de biomasse est optimale, le chélateur approprié est appliqué,

Apres une période d’accumulation pouvant s’étendre de quelques jours a quelques semaines, la
récolte est réalisée (Chedly, 2006).

Selon la saison et la fréquence des récoltes, le site peut étre cultivé de nouveau pour d’autres
phytoéxtraction. Les estimations suggerent que les plantes peuvent extraire entre 180 et 530 kg ha-1 de
plomb par an et que la dépollution d’un sol qui renferme plus de 2500 mg / Kg de plomb est possible sur
une dizaine d’années. Aprés chaque récolte, le matériel végétal contaminé est réduit par incinération et les
cendres sont déposées en décharge. Si le cofit le permet, le métal extrait d’un sol pollué peut étre réutilisé

de nouveau dans les différentes activités industrielles (Chedly, 2006).
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Figure 6: Schéma représentant une phytoéxtraction induite par des chélateurs
(Salt et al. 1998).

I1.3.1.2. Développement de la phytoéxtraction induite

La découverte de I’absorption assistée par des chélateurs chez les plantes est trés récente. La
phytoéxtraction assistée est basée sur deux principes : (i) augmenter la concentration du métal dans la
solution du sol, (i1) augmenter I’absorption et le transport de ce métal vers la partie aérienne de la plante,
qui est plus facile a récolter. L’augmentation de la concentration du métal dans la solution du sol peut
s’expliquer par la forte affinité du chélateur utilisé. Ce dernier peut se lier au métal et passer dans la
solution du sol.

Cependant, les mécanismes impliqués dans 1’absorption et la translocation, assistée par des
chélateurs, ne sont pas encore connus.

Apres application de ’EDTA, I’accumulation du plomb dans la partie aérienne est directement
corrélée avec I’accumulation de ’EDTA. Ce résultat suggére clairement que ce métal est transporté dans
la plante sous la forme du complexe Pb-EDTA. La présence d’une teneur élevée en EDTA dans les tissus
de la plante pourrait augmenter la concentration du plomb soluble par la formation du complexe Pb-
EDTA et augmenter ainsi sa migration vers la partie aérienne ou il s’accumule. Cette migration vers la
partie aérienne est assurée par le courant de la transpiration. Au niveau de la feuille, I’eau s’évapore et le

complexe métal-chélateur se concentre (ou s’accumule).
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I1.3.2. La phytoéxtraction continue

I1.3.2.1. Concept de la phytoéxtraction continue

Parallelement au développement de 1’accumulation assistée par des chélateurs, d’autres auteurs se
sont intéressés aux processus physiologiques particuliers qui permettent aux plantes d’accumuler les
métaux durant toute la période de leur croissance. Le mode d’absorption des métaux est optimisé chez les
plantes hyperaccumulatrices qui poussent sur des sols riches en métaux lourds et capables d’accumuler de
grandes quantités de métaux dans leur partie aérienne ou le taux de Zn, Ni, Mn est parfois supérieur a 1%
de la matiere seche (Chedly, 2006).

Contrairement a la phytoéxtraction induite, elle dépend plutét des capacités génétiques et
physiologiques des plantes, c’est-a-dire que les plantes doivent étre en mesure d’accumuler des
quantités particulierement élevées de contaminants durant leur vie (Peer et al, 2006). On parle de «
plante hyperaccumulatrice ». Brooks ef al. (1997) ont utilis¢ le terme « hyperaccumulateur =
hyperaccumulatrice » la premiere fois pour décrire des plantes avec une teneur en nickel supérieure a
0,1% de leur matiere seche, ce qui correspond a une valeur nettement plus élevée que celle rencontrée

chez les plantes non accumulatrices (Brooks et al., 1977).

I1.3.2.2. Développement de la phytoéxtraction continue

La capacité des plantes hyper accumulatrices a concentrer les métaux lourds au niveau de la feuille
représente un facteur important pour leur utilisation dans le développement de la phytoéxtraction
continue. La majorité des plantes hyper accumulatrices présentent une faible production de biomasse et
une croissance lente, tandis que les plantes a croissance rapide et produisant beaucoup de biomasse sont
sensibles aux métaux lourds et les accumulent généralement au niveau des racines. Pour pallier a ces
inconvénients et développer avec succes une phytoéxtraction continue, deux stratégies sont actuellement
envisageables.

La premiére consiste a prospecter d’autres sites pollués avec pour objectif la découverte de plantes
ayant une forte production de biomasse. La deuxiéme approche consiste a comprendre et exploiter les
mécanismes impliqués dans la résistance, I’absorption et I’accumulation des métaux. Les données
bibliographiques sur la nutrition minérale sont riches en informations concernant ces mécanismes. Ceci
permet d’identifier des génes utilisables pour la transformation par génie génétique des plantes sensibles a

forte production de biomasse en plantes hyper accumulatrices. (Chedly A, 2006).
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Figure 7: Schéma représentant une phytoéxtraction continue
(Salt et al., 1998)

I1.4. Les avantages et limites de la phytoéxtraction
I1.4.1. Les avantages

La technique de phytoéxtraction présente de nombreux intéréts, d’ordre environnemental et
¢conomique. En effet, I’activité biologique et la structure des sols sont maintenues apres le traitement. En
plus, le cotit de la technique est bien moindre que celui de procédés traditionnels in situ et ex situ et varie
selon les contaminants. Le colt d’un traitement in situ en présence de contaminants organiques et

inorganiques est de I’ordre de 10$ a 40$ par tonne de sols (Mulligan ef 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 Etre
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).

En outre, les métaux lourds peuvent aussi €tre récupérés et réutilis€és. Enfin, cette technique
biologique est facilement acceptée par le public dans le contexte de la préservation de 1’environnement,

du développement durable, et dans I’aspect esthétiquement plaisant de son application.
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11.4.2. Les limites
I1.4.2.1. Limites liées a la nature de la pollution
La phytoéxtraction concerne le traitement de pollutions minérales : métaux et radionucléides. La
phytoéxtraction du plomb est difficile. Méme si certaines plantes peuvent accumuler le plomb, elles
requi¢rent de faibles teneurs en phosphate et un pH du sol bas. L'apport d'agents chélatants comme
I’EDTA peut solubiliser le plomb et éviter sa précipitation par les ions phosphate dans les racines. Cette
technique, si elle n’est pas contrdlée, engendre des risques de lessivage du plomb vers les eaux

souterraines (ADEME, 2011)

11.4.2.2. Limites de mise en ceuvre des techniques : (in-situ)

Apres avoir défini le type de métal a extraire, sa concentration, son niveau de biodisponibilité, et la
présence éventuelle de multipollutions, il faudra vérifier I’adéquation entre métaux a extraire et espéces
végétales hyper-accumulatrices connues et disponibles.

Les principales contraintes de mise en ceuvre in situ sont :

la profondeur d’enracinement des végétaux limitée aux horizons de surface (au maximum 80 cm),

I’hétérogénéité de la pollution (les plantes hyper-accumulatrices développent leur systéme
racinaire dans les zones du sol les plus polluées),

e le niveau de fertilit¢ physique et chimique des sols (des pratiques agronomiques raisonnées

peuvent permettre d’optimiser les niveaux de fertilité),

e les conditions climatiques (essentiellement précipitations),

e le travail du sol (éventuelle décompactions),

o ’adaptation de la méthode de récolte,

e lamise en sécurité du site pendant les cultures.
La phytoéxtraction a été initialement développée pour €tre appliquée in situ mais peut s’envisager sur
site, sur des terres excavées, criblées, homogénéisées et disposées en andains. Il est alors possible

d’accéder a des pollutions profondes.

La possibilit¢ de disposer du site pendant plusieurs mois voire plusieurs années devra étre vérifice.

(ADEME, 2011)

11.4.2.3. Limites liées aux caractéristiques du sol, de la pollution et des polluants

La phytoéxtraction n'est particuliecrement appropriée qu'au cas de traitement de polluants en

équilibre entre les phases solide et dissoute du sol. (ADEME, 2011).
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I1.5. Parametres complémentaires influencant la phytoéxtraction
I1.5.1. Profondeur de la pollution

L’enracinement des plantes hyperaccumulatrices dépend des caractéristiques physicochimiques des
sols (parametres décrits plus loin) et est en général limité aux horizons de surface des profils de sols. Une
limite inférieure peut étre fixée a 80 cm de profondeur.

La technique de phytoéxtraction reste néanmoins applicable pour une pollution localisée a un niveau
inférieur a cette limite, des lors que l'excavation des terres et la mise en ceuvre d'un traitement sur site est

envisageable (ADEME, 2011).

I1.5.2. Fertilité physique et chimique du sol

Comme toutes les especes végétales, les plantes hyperaccumulatrices requierent un niveau de fertilité
du sol compatible avec leur bon fonctionnement et leurs besoins nutritifs. Des carences nutritionnelles ou
des propriétés physiques défavorables (compaction, rétention en eau insuffisante ou excessive) peuvent
alors compromettre le développement du couvert végétal. L’ensemble des paramétres de fertilité
chimique du sol doivent étre pris en compte.

L’analyse agronomique de la terre permettra de définir les pratiques nécessaires pour corriger sa
qualité.

Une attention particuliére sera portée aux parametres nutritifs (azote, phosphore assimilable, soufre)
et a ceux qui influencent majoritairement la disponibilité des €éléments nutritifs et des polluants (pH, taux

d’argile, teneur en matiére organique) (ADEME, 2011)

I1.5.3. Concentration des polluants

Une certaine valeur de la concentration en polluants peut s'avérer inhibitrice pour les mécanismes
d'action biologique envisagés par la technique de traitement par phytoéxtraction.
La toxicité des métaux vis a vis des especes végétales hyper-accumulatrices disponibles en climat

tempéré n'est pas encore bien connue (ADEME, 2011).

I1.5.4. Application d’un agent chélateur

La végétation qui croit sur un milieu contaminé par le plomb renferme seulement 0.01 a 0.06 % de ce
polluant dans la partie aérienne (Chedly A, 2007). Ces teneurs sont inférieures a celles requises pour une

phytoéxtraction efficace.

L’ajout d’un agent chélateur synthétique tel que I’ éthyléne diamine tétra-acétique EDTA est possible
pour augmenter le nettoyage des sols contaminés avec des effets plus ou moins importants sur la

disponibilité des métaux traces (Philippe et al., 2009).
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Pour palier ces inconvénients et développer avec succes une phytoéxtraction, 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
hyper-accumulatrices 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. (Karenlampi et al., 2000).

I1.6. Caractéristiques des especes utilisées en phytoéxtraction

La phytoéxtraction est une méthode de décontamination des sols pollués par des métaux lourds
(cuivre, argent, or, mercure, zinc, cadmium, fer, plomb,...). Elle est basée sur la culture de plantes
possédant des propriétés de tolérance et d'accumulation de ces métaux.

I existe environ 400 espéces reconnues de plantes hyper accumulatrices tolérantes aux métaux.
Elles sont ainsi capables d'accumuler une certaine concentration d'un métal donné. On peut citer par
exemple le tournesol, le pissenlit, le colza, I'orge, différentes Cruciferes, 1'ortie. Les américains travaillent

beaucoup sur des arbres comme le peuplier (Dabouineau et al, 2005)

Tableau 3 : Exemples de métaux accumulés : J.L. Morel, G. Bitton, C. Schwartz, M. Schiavon. (1997).
Rapport pour I'OCDE Ecotoxicology: responses, biomarkers and risk assessment

Concentration dans les feuilles Nombre de familles de
Métal l
(% de matiére séche) plantes
Cadmium 0,001 1
Cobalt <01 >
Cuivre 01 o
Plomb 01 3
Nickel >0.1 35
Zinc =1 5

I1.7. Le plomb dans le systéme sol-plante

Le systéme sol-plante est un systéme ouvert avec des inputs, parmi lesquels on trouve les
contaminants, et des outputs lies 1’érosion, la lixiviation, la volatilisation. Au sein de ce systéme, certaines
plantes sont capables de prélever les éléments traces métalliques via leurs racines ou de les absorber via

leurs feuilles. Des transferts ont également lieu a I’intérieur de la plante (Alloway, 1995) (Figure 8)
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Figure 8: The soil-plant system showing the key components concerned with the dynamics  of heavy
metal (Alloway, 1995).
Les travaux de Marie Cecchi, 2008 ont montré que le plomb est trés sensible au pH. Or, la plante
peut modifier le milieu dans lequel elle se développe (modifications de pH, Eh, DOC, etc.) et donc peut

influencer la spéciation des métaux présents dans sa rhizospheére.

Le terme de rhizosphere est défini comme « le volume du sol soumis a I’influence de ’activité
racinaire » (DARRAH, 1993). Ce volume de sol varie avec la nature des plantes, en particulier
I’extension du systéme racinaire et ses propriétés de surface, les ¢léments nutritifs considérés et les
propriétés physiques du sol (ALLOWAY, 1995). Pour les ¢léments peu mobiles, la rhizosphére se limite
aux premiers millimetres de sol situés autour des racines (HINSINGER, 1998). La rhizosphere est le lieu
d’activités biologiques et biochimiques intenses. La plante préléve de 1’eau et des éléments nutritifs
nécessaires a sa croissance et elle libére diverses substances minérales et organiques (exsudats racinaire).
Les racines elles-mémes sont capables de mobiliser les métaux contenus dans les phases solides du sol
par modification des concentrations ioniques de la rhizosphére, du potentiel redox et du pH ou par
formation de complexes organométalliques (HINSINGER, 1998 ; MACLAUGHLIN, 1998
HINSINGER 2001 ; DUMAT, 2006).

3

I1.7.1. Mécanisme d’interaction sol-plante (impact des activités racinaires)
I1.7.1.1. Modification du pH

Le prélevement des nutriments par les racines peut affecter le pH du sol. Le sens de modification

induit dépend pour partie du type de prélevement réalisé par la plante. En effet, pour maintenir leur
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neutralité les plantes doivent compenser leur absorption ionique par une excrétion de charges au niveau

racinaire (ROMHELD et a/, 1984) :

e Quand elles prélévent davantage de cations que d’anions, les racines compensent en relachant un
exces de charges positives (H+) dans la rhizosphere, ce qui entraine alors une acidification du
milieu (LASAT, 2002).

e Dans le cas contraire, la plante relache des ions hydroxyles ou bicarbonates (HINSINGER, 2001)
et induisent une augmentation de pH. Par ailleurs, la respiration racinaire augmente la pression
partielle de CO2 dans la rhizosphére contribuant une fois encore a son acidification (NYE, 1986 ;
HINSINGER, 1998). La contribution de ce dernier phénomeéne a I’acidification rhizosphérique est
particuliérement importante dans les sols calcaires ou dans des sols ou la diffusion du CO2 se fait
mal (NYE, 1986), par contre, dans les sols acides, I’acide carbonique n’est pas dissocié et la

contribution de la respiration racinaire a 1’acidification de la rhizosphére est alors négligeable.

I1.7.1.2. Modification des concentrations ioniques dans la rhizospheére

Le prélevement d’eau et d’éléments nutritifs en solution entraine une modification des
concentrations en ions dans la solution du sol au niveau de la rhizosphére (Hinsinger, 2001). Cela est
surtout vrai pour les macroéléments que les plantes absorbent en plus grande quantit¢ que les

oligoéléments

I1.7.2.3. Exsudation d’acides organiques dans la rhizosphére

11.7.2.3.1. Définition :

L’exsudation de composés organiques par les racines est un phénomene important. Le terme
d’exsudats racinaires est un nom générique donné a une large gamme de substances allant des ions H+ a
des molécules complexes d’un poids moléculaire élevé. 1l s’agit des mucilages qui sont décrits comme
étant du matériel gélatineux formé de polysaccharides, des aminoacides, des peptides et des acides

organiques excrétés par les racines dans la rhizosphere (Morel, 1997).

IIs constituent 30 a 40% des produits de la photosynthése de la plante et jouent un rdle central
dans les processus rhizosphériques. Leurs natures varient selon les especes végétales, 1’association avec

des microorganismes, et les conditions de croissance de la plante (Kabata-Pendias et Pendias, 1992).
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I1.7.2.3.2. Nature :

Ces molécules peuvent étre de faible poids moléculaire, comme les sucres, les acides organiques
et phénoliques ainsi que les acides aminés (Marschner, 1995). Mais il existe ¢galement des exsudats
racinaires a poids moléculaire élevé tels que les mucilages, les ectoenzymes et les protéines. La
production d’acides varie selon I’espece végétale et le stade de développement de la plante, mais les plus
complexants sont les acides citrique, malique et oxalique (Hinsinger et al., 2005), méme s’il en existe de

nombreux autres types.

11.7.2.3.3. Role :
Ces exsudats racinaires entrent en jeu dans :
e Lanutrition de la plante : ils influencent la mobilité des ¢léments nutritifs dans le sol
e [a régulation du développement de la plante. En outre, ils favorisent les associations
plantes/microorganismes du sol (par exemple les bactéries symbiotiques fixées sur les racines des
légumineuses)
e La protection des zones apicales des racines grace aux mucilages
e [’amélioration des contacts sol-plantes
e La modification des conditions physico-chimiques de la rhizosphére (force ionique, concentration en

carbone organique dissous, pH et potentiel redox).

L’excrétion de ces acides peut €tre la conséquence d’une carence en €lément essentiel (Jones,
1998) ou bien un moyen défensif contre la toxicité d’un élément. Ils ont la capacité de complexer les
métaux et également d’augmenter la mobilité du fer, du manganese, du cuivre, du plomb et du zinc

(Mench, 1988 ; Marschner, 1995 ; Jones, 1998).

L’exemple des sols calcaires est souvent cité. En effet, dans ces sols, le fer et le phosphore sont
peu disponibles, entrainant des carences nutritionnelles. Les plantes calcicoles s’adaptent en excrétant les
acides malique et citrique qui permettent la dissolution des oxydes de fer, afin de le rendre plus disponible
(Marschner, 1995 ; Jones, 1998 ; Hinsinger, 2001). Les travaux de Neuman et Romheld (1999) montrent
qu’en cas de déficience en phosphore, le lupin augmente sa production d’acide citrique. D’autres travaux
ont montré que le colza excréte des quantités importantes d’acides organiques afin de mobiliser le
phosphore des roches phosphatées. Un deuxieéme exemple intéressant est 1’excrétion par les graminées
déficientes en fer d’acides aminés non protéinogeniques ou phytosidérophores (acide avénique) (Kochian,
1993 ; Fan et al., 1997). Ils ont une tres forte affinité pour le Fe3+ et extraient trés efficacement ce fer de

la rhizosphére.
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Le complexe Fe-phytosidérophores est ensuite réabsorbé par la racine, le fer Fe3+ réduit en Fe2+,
puis libéré et utilisé par la racine (Hopkins, 2003). Leur synthese et leur libération sont stimulées en
réponse a une inhibition de la synthése des protéines due a une carence en fer (Marschner et Romhled,
1994). Ces phytosidérophores ont, outre le fer, la capacit¢ de complexer d’autres nutriments, en

particulier les métaux traces comme le plomb.

Racine Solution du sol Sol
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acides organiques complexants
acides aminées (phytosidérophores)
Réactions chimiques
Activités racinaires Changements a | ’interface solution du sol/sol
a I ’interface des propriétés chimiques déterminant la biodisponibilité
racine/solution du sol de la solution du sol des éléments nutritifs

Figure 9 : Interactions chimiques ayant lieu dans la rhizosphere (hinsinger, 2001)

I1.8. Absorption du plomb par la plante
I1.8.1. Rappel de la structure racinaire

La structure des racines (Figure 10), longitudinalement, de I’apex (pointe) vers la base est constituée
de:
e La coiffe, composée de cellules subérisées se renouvelant constamment.
Cette coiffe joue un rdle de lubrifiant améliorant la pénétration de la racine dans le sol, grace a la
sécrétion d’un mucilage (polyosides).
e Le méristeme apical, qui est une zone de multiplication cellulaire, ou se fait la croissance primaire
des racines.
e La zone d’¢longation principale des cellules, et de différenciation des tissus racinaires
e Le rhizoderme (ou épiderme racinaire), qui est une zone contenant les poils absorbants permettant
d’augmenter la surface d’absorption de 1’eau et des ¢léments minéraux.

e L’exoderme, qui est la zone de lyse des cellules du rhizoderme.
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Figure 10 : Coupe longitudinale de racine (Gobat et al., 1998)

Transversalement, de 1’extérieur vers ’intérieur les racines sont constituées de plusieurs couches

successives (Figure x) :

v L’exoderme
v" Le cortem

v L’endoderme

v" Le cylindre central ou stéle, qui contient les vaisseaux.

I1.8.2. Mécanisme d’absorption

11.8.2.1. Absorption racinaire

Dans le sol, ’absorption racinaire correspond au prélévement par la plante des ¢éléments minéraux du

milieu extérieur et elle peut se faire de plusieurs manicres. Soit la pénétration des éléments dans les

racines se fait grace a un transport actif interne par le symplaste (cytoplasmes des cellules reliés entre eux

par les plasmodesmes).

Apres avoir traversé la paroi cellulaire, les ions métalliques atteignent la surface de la membrane

plasmique, puis pénetrent dans le symplaste. Ensuite, ces ions métalliques peuvent passer d’une cellule a

I’autre en empruntant les plasmodesmes, qui relient les cellules. C’est la voie dite symplastique. Ce
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ut aussi i VoI ive ou iqu -a-di u
transport peut aussi se faire par voie passive ou apoplastique, c'est-a-dire par un transport dans les espaces

intercellulaires (ou Espaces Libres Apparents).

Ce phénomene s’arréte le plus souvent au niveau de I’endoderme, du fait de la présence de cadres
de subérines, ou bandes de Caspary, qui bloquent le passage des molécules et des ions. A ce moment-1a,
I’eau et les molécules sont obligées de traverser les membranes plasmiques des cellules de 1I’endoderme,
afin de pouvoir parvenir dans le cylindre central contenant les vaisseaux du xyléme. Apres avoir traversé
la membrane plasmique de la face interne de 1’endoderme, les ions peuvent a nouveau reprendre le
chemin apoplastique. Il reste néanmoins possible qu’une faible partie de 1’absorption des ions se fasse par

I’apoplasme complétement.

En effet, certaines cellules de I’endoderme, nommeées cellules de transfert ne sont pas subérifiées.
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Figure 11 : Coupe transversale de racine, avec le passage des ions selon les voies symplastiques et
apoplastiques (Gobat et al, 1998).

Au départ, le Pb2+ présent dans la solution du sol se lie aux groupements carboxyle de I’acide
uronique composant le mucilage autour des racines (Sharma et Dubey, 2005). Ce mucilage permet donc

de restreindre le passage du plomb a I’intérieur des cellules racinaires, et constitue ainsi une protection du

systéme racinaire.
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Une fois adsorbé a la surface des racines, la voie apoplastique pourrait étre une voie importante
pour le plomb qui peut étre immobilisé par les charges négatives des parois cellulaires (espace libre de
Donnan).

Il aurait donc tendance a s’accumuler dans 1’espace libre, ¢tant fortement lié aux groupements
carboxyliques des composés pectocellulosiques des parois. Des études ont montré que le plomb était
majoritairement présent dans 1’apoplaste et que seule une faible proportion pénétrait dans 1’endoderme

(Tung et Temple, 1996 ; Seregin et al., 1998 ; Patra et al., 2004).

11.8.2.1.1. Transfert du plomb du sol vers les racines

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 (Chumbley and

Unwin, 1982 ; Cui et al, 2004, Zheng et al, 2007) :

FBC= [Pb] plante/ [Pb] substrat de culture

Avec les concentrations exprimées en mg.kg-1 et relatives aux masses seéches du sol et des plantes.
Plus la plante absorbe facilement le plomb, plus le facteur de transfert est grand. Ce transfert du sol vers
les plantes est fonction :

e de la nature du métal (Zheng et al, 2007),

e de la nature des plantes (de I’espéce ou du cultivar) et également de leur age (Yoon et al, 2006),

e des caractéristiques des sols telles que le pH, la teneur en matiére organique, ou la capacité
d’échange cationique (Roselli et al, 2003 ; Yoon et al, 2006 ; Zheng et al, 2007). D’aprés Roselli
et al (2003), la mobilité¢ des métaux et donc leur transfert est faible dans le sol, surtout si le pH ou
la teneur en matiéres organiques sont ¢levés.

Bien que le facteur de transfert soit assez largement utilisé dans les études portant sur I’impact de
la contamination d’un sol sur les plantes, il existe de nombreuses ambiguités quant a son calcul. Tout
d’abord, méme s’il est la plupart du temps calculé a partir de la teneur totale en métal dans le sol, certains
auteurs suggerent que l’utilisation du métal biodisponible est plus judicieuse (Brun et al, 1998 ;
McLaughlin et al., 2000 ; Pichtel et al, 2000). Elle permet selon eux de mieux prédire le transfert
potentiel du plomb du sol vers les plantes, en comparaison avec les teneurs totales.

Une autre ambigiiité dans le calcul de ce facteur de transfert réside dans la maniere de calculer la

concentration dans la plante. En effet, apres la récolte de plantes ayant été en contact direct avec le sol, les
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racines sont soigneusement rincées avant de procéder a la minéralisation et au dosage. Ce ringage n’est
jamais complet et il est possible que des particules de sols soient analysées en méme temps que les tissus
des racines. En effectuant ce ringage avec des solutions acidulées, il est possible de réaliser également une
désorption acide, qui permet de détacher le plomb adsorbé a la surface des racines. Chaignon et Hinsinger
(2003) par exemple utilisent cette technique pour la désorption du cuivre. Cette quantité retrouvée dans la
désorption représente souvent une majorit¢ du plomb total de la plante. On peut donc se poser la question
de savoir s’il faut tenir compte de cette quantité désorbée pour calculer le facteur de transfert. En effet, ce
plomb n’a pas pénétré a proprement parler dans la plante, cependant, il est malgré tout étroitement lié aux
racines et donc peut a terme étre absorbé.

Certains auteurs tels que Zheng et al. (2007) calculent d’ailleurs plusieurs facteurs de transfert
dans une méme étude dans des sols contaminés environnant une usine de métallurgie. Dans un premier
tmps, ils ne tiennent compte que des parties comestibles des végétaux, en utilisant pour cela les
concentrations dans ces organes végétaux, mais sur une base de matiére fraiche.

Ils obtiennent alors des facteurs de transfert allant de 0,001 pour 1’aubergine a 0,025 pour
I’épinard ou le poireau, en passant par 0,003 pour le haricot rouge, dans des sols contenant en moyenne
320 mg.kg-1 de plomb. Ces résultats montrent 1’influence de I’espéce végétale dans le transfert du sol
vers les plantes, en effet, pour un méme sol a chaque fois, les données sont trés différentes selon 1’espece
considérée.

Dans un deuxiéme temps, ils calculent également des facteurs de transfert dans les parties non
comestibles des plantes. Dans ce cas-1a, le facteur de bioconcentration est calculé pour chaque organe
séparément en utilisant les concentrations par rapport a la matiere séche. Ceci entraine un facteur
beaucoup plus élevé, qui passe a 0,032 dans le fruit du haricot rouge et a 0,265 dans les racines de ces
mémes plantes par exemple. Une étude de Yanqun et al (2004) dans une zone minic¢re de Chine reporte
des concentrations moyennes de 133,5 mg.kg-1 Pb dans des plantes endémiques pour des concentrations
moyennes en plomb dans le sol autour de 1630 mg.kg-1, ce qui donne un facteur de transfert moyen de
0,08, en considérant la concentration dans les plantes entieres (en matiere seche). Les travaux de Fytianos
et al. (2001) sur la contamination de légumes cultivés dans une zone industrielle de Greéce ont mis en
¢évidence des facteurs de transfert allant de 0,07 pour la carotte a 0,46 pour les épinards. La aussi, ils

utilisaient la concentration totale dans les plantes calculée sur une base de matic¢re séche.

Cette ambigiiité sur le calcul des concentrations totales dans les plantes est assez peu soulignée dans
la littérature, mais ces quelques résultats soulévent une constatation majeure. Ceci démontre 1’importance

des paramétres pris en compte dans le calcul du facteur de transfert, qui est a adapter en fonction de

Page | 27



Chapitre 11 LA PHYTOEXTRACTION

I’objectif vis¢ par 1’étude : santé humaine liée a la consommation de végétaux (risques sanitaires) ou
risques environnementaux de propagation des toxiques dans les chaines alimentaires.
11.8.2.1.2. Translocation du plomb des racines vers les parties aériennes
Aprés I’absorption par les racines, la translocation correspond au transfert des éléments traces
métalliques vers les parties aériennes. Elle peut varier considérablement en fonction du métal, mais
également de 1’espece végétale. Pour €tre 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).
Ce flux d’ions métalliques dans le xyléme nécessite leur chélation a des acides organiques (tels
que le citrate) ou a des acides aminés (comme 1’histidine) (Briat et Lebrun, 1999).
Pour la 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. Ce transport limité des racines
vers les feuilles peut étre expliqué par la barriere formée par ’endoderme des racines. Les bandes de
Caspary peuvent en effet €tre un facteur majeur limitant le franchissement de 1’endoderme jusqu’au
cylindre central (Seregin et al, 2004 ; Sharma et Dubey, 2005). Pour illustrer ce propos, différents auteurs
ont défini un facteur de translocation, qui est calculé comme suit (Mattina et al., 2003 ; Tanhan et al.,

2007):
[Pb] parties aériennes/ [Pb] racines

Yoon et al (2006) dans une étude des concentrations en métaux dans des plantes natives sur un site
contaminé ont montré que dans 95% des cas, les concentrations en plomb dans les racines étaient
beaucoup plus élevées que dans les feuilles, soulignant une faible mobilité du plomb des racines vers les
parties aériennes et donc une immobilisation dans les racines. De plus, ils trouvent des facteurs de
translocation assez faibles, avec une valeur moyenne de 0,58, indiquant que les plantes séquestrent le
plomb dans les parties racinaires et limitent le transport interne, des racines vers les parties aériennes. De
méme, Del-Rio Celestino et al (2006) ont trouvé des facteurs de translocation compris entre 0 et 0,7 dans
des plantes sauvages ayant poussé sur du sol artificiellement contaminé avec 500 mg Pb.kg-1. Quant a
Ding et Pan (2003), ils ont montré que s’ils retrouvaient du plomb dans les parties aériennes de plantes
ayant poussé sur site contaminé, au moins 50% était d’origine atmosphérique. Pour Verkleij et al (1990),
cette restriction du transport vers les parties aériennes représente un facteur de tolérance des plantes a la
présence de contaminants dans leur milieu de culture. En effet, il est important que le moins de plomb
possible soit transféré vers les feuilles, car c’est un ¢élément toxique, notamment pour |’activité
photosynthétique, pour la synthése de chlorophylle ou encore pour la synthése d’enzymes anti-oxydantes
(Kim et al, 2003).
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Ceci n’est cependant pas vrai pour les espéces hyperaccumulatrices, qui ont la capacité¢ de
transloquer une grande quantit¢ du plomb vers les parties aériennes (Seregin et Ivanov, 2001), et qui
présentent donc des facteurs de translocation supérieurs a 1 (Baker, 1981).

I1.8.2.2. Absorption foliaire

Bien qu’elle ait été peu étudiée par rapport a I’absorption racinaire, I’assimilation du plomb par les
feuilles peut représenter une part importante dans le taux de contamination de la plante. Du plomb peut
étre apporté sur les feuilles par des retombées atmosphériques, mais également dans les champs par des
apports en engrais et pesticides (plomb sous forme d’impuretés). La majorité de ce plomb est lessivée,
mais une partie va s’adsorber aux lipides épicuticulaires et étre absorbée par les feuilles (Prasad and
Hagemeyer, 1999). La capacité des plantes a absorber le plomb disponible via leurs feuilles dépend a la
fois de 1’age de celles-ci, mais également de leurs morphologies. Les feuilles pubescentes ont en
particulier la capacité de fixer et d’absorber ce plomb (Godzik, 1993). Dans le cas de « légume-feuilles »,
comme 1’épinard, ou de céréales, comme le blé, exposés a de fortes retombées atmosphériques, la quantité
de métal absorbée par les parties aériennes peut atteindre jusqu’a 95 % de la quantité totale absorbée

(Dalenberg and Van Driel, 1990).

I1.8.3. Effets du plomb sur la plante

I1.8.3.1. Actions sur les activités enzymatiques

Le plomb peut inhiber [’action de certaines enzymes, notamment celles qui possedent un
groupement —SH, ce dernier présentant une forte affinité pour le plomb. Dans la plupart des cas,
I’inhibition se fait par interaction du plomb avec ce groupement qui est indispensable pour 1’activité et le
bon fonctionnement des enzymes. Le plomb affecte donc la conformation de nombreuses enzymes, les
empéchant de fonctionner convenablement (Seregin et Ivanov, 2001). Parmi les enzymes fondamentales
qui peuvent étre inhibées par le plomb, se trouvent des enzymes impliquées dans la biosynthése de la
chlorophylle ou bien la RUBISCO qui permet la fixation du CO2 (Seregin et Ivanov, 2001 ; Patra et al,
2004). L’inhibition de ce type d’enzyme entraine une forte perturbation de la photosynthése. Ceci
entraine une réduction de la teneur en chlorophylle ainsi que celle de tous les pigments photosynthétiques,
et également une croissance réduite des feuilles. Une concentration plus €élevée en plomb provoque une
substitution de I’atome de magnésium au centre de la molécule de chlorophylle par un atome de plomb,
provoquant un arrét de la photosynthése (Kupper et al., 1996). La photosynthese reste de ce fait un des
mécanismes les plus affectés par la présence du plomb.

11.8.3.2. Effets sur la nutrition minérale

Le plomb affecte également la nutrition minérale, en perturbant le prélévement 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
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rendant indisponibles pour les plantes (Xiong, 1997). Burzynski (1987) a montré que la présence de
plomb entrainait une diminution du contenu en potassium dans tous les tissus du concombre, ainsi qu’une
diminution du calcium dans les cotylédons et I’hypocotyle, mais aussi du fer dans les racines. Le plomb
affecte aussi le métabolisme azoté en diminuant le prélevement de nitrate et en perturbant le

fonctionnement du nitrate reductase (Seregin et Ivanov, 2001).

I1.8.3.3. Stress hydrique

Le plomb peut également affecter 1’état hydrique de la plante, en provoquant un stress hydrique,
notamment par la fermeture des stomates. Cette fermeture des stomates a un impact sur divers processus
dans la cellule, tel que la photosynthese, en induisant une déficience en CO2. Le stress hydrique
s’exprime ¢galement par une réduction de la surface foliaire, ainsi que globalement de tous les organes
sieges de la transpiration, afin de limiter les pertes en eau. On observe ensuite un flux transpiratoire
diminué, une pression osmotique plus faible ou un potentiel hydrique réduit dans le xyléme. Le plomb
provoque une perte globale de turgescence et de plasticité, et enfin une réduction globale du contenu en

eau de la plante (Parys et al., 1998).

11.8.3.4. Génération de stress oxydant

Un des effets trés importants provoqué par le plomb dans les cellules est la génération de stress
oxydant, qui est défini comme un déséquilibre entre les systemes prooxydants et antioxydants, en faveur
des premiers et source d’effets toxiques potentiels (Sies, 1991). Les Especes Réactives de 1’Oxygeéne
(ERO), normalement produites dans les cellules se retrouvent en exces. Ces especes réactives de
I’oxygene incluent 1’anion superoxyde (O2.-), le radical hydroxyle (OH-) ou encore le peroxyde
d’hydrogene. Le stress oxydant entraine un ralentissement de la croissance végétale, mais également des
dommages moléculaires en interagissant avec des substrats biologiques (dénaturation de protéines,
inactivation d’enzymes, des cassures au niveau de I’ADN...). Les travaux de Pourrut et al. (2008)
démontrent une induction d’especes réactives de 1’oxygene dose dépendante dans des racines de féves
exposées a une solution plombée contenant 1 mg.kg-1 de plomb sous forme Pb(NO3). La premicre étape
de I’induction de stress oxydatif étant la production de O2.

Pour Schiitzendiibel et Polle (2002) le stress oxydant peut étre généré par I’inactivation de certaines
enzymes, par fixation sur leur groupement —SH ou par déplacement d’ions métalliques essentiels a

I’enzyme. Pour combattre ces ERO, les cellules végétales disposent de deux grands types de défense:

e Un systéme enzymatique, visant a détruire les ERO :
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- Les superoxydes dismutases (SOD) qui peuvent éliminer 1’anion superoxyde par
dismutation, pour former de 1’oxygene et de I’eau.

- Les catalases, qui détruisent le peroxyde d’hydrogéne, en aboutissant ¢galement a la
formation d’oxygene et d’eau.

- Les peroxydases, détruisant également le peroxyde d’hydrogeéne en formant de 1’eau.

e Un systeme non enzymatique, avec des macromolécules capables de pi¢ger ces ERO :

- Le glutathion (GSH) est le plus abondant chez les étres vivants.

- L’acide ascorbique

- Les tocophérols

- Les carotenoides

Lorsque le stress oxydant est trop important, la capacité des enzymes antioxydantes est dépassée,

provoquant un exces de radicaux. Cet exces va entrainer des Iésions sur les molécules telles que ’ADN,
les protéines ou les lipides. A ce moment-la, I’apparition des symptomes visibles a lieu, notamment un
brunissement des racines, ainsi que des chloroses et des nécroses sur les feuilles, entrainant une

perturbation de la croissance pouvant aller jusqu’a la mort de 1’organisme.

I1.8.3.5 Croissance et morphogénése

Globalement, le plomb affecte la croissance et la morphogénése des plantes, en perturbant de tres
nombreux mécanismes physiologiques. Il inhibe fortement la germination et la croissance des plantes,
entrainant la formation de plantes de taille réduite. Le plomb affecte considérablement la morphologie des
racines, en diminuant la taille des racines primaires ainsi qu’en réduisant le nombre de racines
secondaires. L’inhibition de la division et de 1’¢longation cellulaire sont les phénomeénes les plus souvent
reportés pour expliquer ces effets du plomb sur les racines (Seregin et Ivanov, 2001 ; Malkwoski et al,
2002 ; Patra et al., 2004 ; Kopittke et al., 2007). Ceci avait déja été mis en évidence il y a pres de 80 ans
par Hammett (1929) qui avait montré une diminution de 1’index mitotique dans les racines de mais et
d’oignon, provoquée par la présence de Pb(NO3), et qu’il avait expliqué par la fixation du plomb sur les
groupements —SH des protéines. Les concentrations en plomb toxiques pour les végétaux varient
considérablement selon les études. En effet, cette toxicité dépend fortement des interactions du plomb
avec les espéces végétales considérées, mais également du mode de culture et des facteurs
environnementaux. Les travaux de Rooney et al. (1999) ont montré que pour des concentrations
extractibles a ’EDTA dans un sol atteignant 800 mg.kg-1, la croissance du Raygrass n’était pas affectée.
Péivoke (2002), quant a lui a montré que la toxicité du plomb vis-a-vis du pois dépendait fortement de
I’age de la plante en plus de la concentration en plomb dans le sol. Cependant, il reporte des effets

néfastes sur la croissance des plantes pour des concentrations en plomb inférieures a 500 mg.kg-1. Liu et
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al. (2003) ont démontré que la sensibilité¢ ou la tolérance des plantes au plomb était cultivar-dépendante.
En effet, leurs travaux réalisés sur différents cultivars de riz mettent en évidence des retards de croissance
et de développement provoqués par 800 mg.kg-1, mais uniquement pour certains cultivars, d’autres n’y
étant pas sensibles. Ceci démontre bien que la toxicité du plomb dépend fortement du comportement des
plantes vis-a-vis de ce métal.

En hydroponie, les données sont différentes, le plomb étant connu pour étre toxique a de plus
faibles concentration. Malkowski et al. (2002) ont montré que la croissance du mais était inhibée par la
présence de 10uM de plomb dans la solution de culture. Fodor et al. (1996) et Wozny and Jerzynska
(1991) ont également mis en évidence la toxicité de 10uM de plomb en solution sur la croissance et de
développement du concombre et du haricot respectivement. Kopittke et al (2007) dans une étude réalisée
sur la cornille (une plante de la famille des fabaceae, proche du haricot) montrent que les racines sont plus
sensibles que les parties aériennes a 1’exposition au plomb. En effet, la production de biomasse racinaire
est inhibée deés 0,1uM de plomb dans la solution, avec une apparition de symptomes visibles sur les
racines a partir de 1,5uM. I’inhibition de la biomasse des parties aériennes se manifestant quant a elle a

partir de 0,3uM.

11.8.4. Mécanismes de tolérance

Seules les plantes qui ont développé des mécanismes de tolérance peuvent survivre a un
environnement contaminé. Elles développent en général deux grands types de stratégies. Le mécanisme le
plus répandu est 1’évitement du stress métallique par exclusion, qui se fait par fixation du métal sur la
paroi cellulaire ou bien par sécrétion de chélates. Ceci a pour but de limiter au maximum le prélévement
par les racines, mais également de limiter un éventuel transport des racines vers les parties aériennes. De
nombreux auteurs suggerent que cette restriction a lieu grace a ’endoderme, qui fonctionne comme une
barriere au transport radial du plomb dans la racine, et de ce fait restreint son mouvement vers les organes
supérieurs (Seregin et Ivanov, 2001). Pour Kopittke et al (2007), d’autres facteurs entrent en jeu,
notamment une immobilisation du plomb dans la paroi cellulaire, par fixation sur les pectines, chargées
négativement. Une partie de ce plomb peut alors se déplacer a travers la membrane et atteindre le
symplaste.

Une deuxieme stratégie est donc mise en place par les plantes, qui consiste a détoxiquer le plomb
qui a pénétré. La tolérance au stress métallique dépendra donc de 1’efficacité des mécanismes internes
qu’elles mettent en place. Ces mécanismes peuvent étre (Patra et al., 2004 ; Do Nascimento et Xing,

20006) :
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Figure 12 : Représentation schématique d’une cellule végétale, avec représentation des
zones impliquées dans la séquestration du plomb (1 a 4) (Pourrut Bertrand, 2008).

Les mécanismes de tolérance interne ne sont pas encore parfaitement connus, mais la chélation du
plomb dans le cytoplasme et la séquestration dans les vacuoles seraient des mécanismes prépondérants.
La vacuole est en effet considérée comme le lieu principal de stockage du plomb (Tong et al., 2004).

Selon Wierzbicka et Antosiewicz (1993), ces vacuoles peuvent en effet contenir plus de 96% du
métal. Ceci permet de diminuer considérablement la quantit¢ de métal dans le cytoplasme, compartiment
cellulaire a forte activit¢é métabolique Des ligands spécialement sythétisés en cas de stress métalliques
sont capables de se lier au plomb une fois dans le cytoplasme, pour former des complexes stables, qui
peuvent ensuite étre séquestrés dans les vacuoles. Les plus connus sont des protéines telles que les
métallothionéines ou les phytochélatines, ainsi que des acides organiques de faible poids moléculaires.

e Métallothionéines
Ce sont des petites molécules qui séquestrent certains ions métalliques en exces (Rauser, 1999). Elles

ont d’abord ¢été identifiées comme peptides liant le cadmium dans les cellules végétales (Salt et al., 1995).
Mais actuellement quelques génes codant pour les métallothionéines ont été identifiés chez les végétaux

(Yang et al., 2005).

e Phytochélatines
Chez de nombreuses especes, 1’entrée de métaux toxiques dans le cytoplasme induit la synthése de

composés appelés phytochélatines. Ce sont donc des polypeptides dérivés de la glutathione (GSH),

composés de cystéine.
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Figure 13 : Structure chimique d’une phytochélatine (Pourrut Bertrand, 2008).

La présence de plomb induit la phytochélatine synthase ainsi que les génes gshl et gsh2
responsables de la synthése du glutathion, précurseurs des phytochélatines (Rauser, 1990; Seregin et al.,
2001). Les travaux de Gisbert et al (2003) montrent que des plantes transgéniques qui surexpriment ces
genes précurseurs du glutathion présentent une plus grande tolérance aux métaux que les plantes
sauvages. Cette tolérance ne s’accompagne pas d’une baisse de prélevement du plomb, ni d’une baisse de
la translocation. Ceci confirmerait le role d’inactivation joué par les phytochélatines. Ce sont des
composés pourvus d’un groupement —SH et d’un groupement —COOH qui sont capables de complexer les
métaux présents, puis de les transférer dans les vacuoles, puits trés importants pour la séquestration des
¢léments toxiques dans les cellules racinaires, ou bien transportés vers les parties aériennes. Des travaux
de Grill et al. (1987) sur des cultures cellulaires de Rauvolfia serpentina ont essayé d’évaluer les niveaux
de métaux provoquant une induction de la synthése de ces phytochélatines. Ils ont montré qu’elle avait
lieu pour ImM de Pb*" et Zn*" ; 100uM de Cd**, Ni*" ou Sn®" ; 50uM de Ag*et Cu®" ; 20uM de AsO4
et enfin 10pM de Sb*".

Des acides organiques sont également des ligands potentiels pour la chélation du plomb, grace a la
capacité¢ du plomb a réagir avec N, S et O. Il a ét¢ montré que le citrate, le malate et 1’oxalate étaient
impliqués dans différents processus métaboliques, pouvant inclure la tolérance aux métaux, le transport
dans le xyléme ou la séquestration dans les vacuoles (Rauser, 1995 ; Shah et Nongkynrih, 2007).

I1 a été également mis en évidence I’implication du calcium dans la tolérance au plomb. Dées 1981,
Karataglis montrait que de fortes teneurs en calcium dans un sol diminuaient la toxicité de certains
métaux et notamment du plomb. Le plomb étant un €élément non essentiel, il ne doit pas posséder de
canaux spécifiques sur les membranes, et des études ont montré qu’il pourrait empruner les canaux
calciques (Huang et Cunningham, 1996). Clemens et al. (1998) ont montré que le blocage des canaux
calciques entrainait également un blocage du prélévement du plomb. Pourrut et al. (2008) montrent une
inhibition du stress oxydatif provoqué par le plomb grace a des applications simultanées de plomb et de
calcium dans le milieu extracellulaire, suggérant une compétition entre ces deux types d’ions au niveau de
I’entrée dans les cellules. Ces observations permettent de conclure que le plomb aurait une forte affinité

pour les sites de fixation du calcium (Antosiewicz, 2005). Globalement I’effet de toxicité du plomb sur le
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métabolisme cellulaire des plantes dépend de la concentration en Pb2+. Cette concentration quant a elle,
dépend a la fois de la concentration externe en métal et de I’efficacité des systemes de protection de la
plante. Quand les systémes de protections sont dépassés les mécanismes du stress oxydatif sont

déclenchés.
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Les plantes sont la voie d'entrée de la majeure partie des métaux lourds dans les organismes
(Satarug et al. 2003). Certaines plantes ont méme acquis la capacité d'accumuler ces métaux démontrés
toxiques pour les autres especes dans des proportions telles que 1'on parle d'espéces hyperaccumulatrices.
En 1865, Thlaspi caerulescens est la premiere espece hyperaccumulatrice étudiée (Sachs 1865) bien que
le mot hyper accumulation soit défini seulement en 1976 par Jaffre et al. 11 est intéressant de noter que, le
plus souvent, cette hyper accumulation est spécifique a un métal.

Le transfert des métaux depuis les racines vers les parties aériennes est différent selon les especes,
ce qui aura un effet sur le niveau de phytotoxicite.

Chronologiquement, le premier effet sur les plantes d'une contamination du sol par des métaux
lourds est indirect ; elle cause une réduction de la population microbienne du sol, ce qui a un impact sur la

biodisponibilité des minéraux pour les plantes (McGrath et al. 1995; Moreno et al. 1999).

I11.1. Phytotoxicité des métaux lourds

La composition minérale du sol est l'un des paramétres environnementaux envers lesquels les
plantes sont capables d'ajustement. Cette composition minérale est sujette a des modifications rapides,
notamment dans les régions a forte activit¢ humaine. La toxicité¢ des métaux lourds, méme essentiels,
lorsqu'ils sont présents en exces, a été clairement démontrée.

Au cours de I'évolution, les organismes ont développé des fonctions biochimiques en exploitant les
propriétés d'éléments présents dans leur environnement. Le premier critére, celui de la réactivité chimique
des éléments, s'est nécessairement conjugué a celui de 1'abondance relative et de la disponibilité de ces
¢léments (Frausto da Silva et Williams 2001).

Cela a pour conséquence l'actuelle spécificité entre certaines biomolécules et des ¢léments dits
'essentiels'. En corollaire, des ¢léments présentant des caractéristiques proches des ¢éléments essentiels,
mais plus rares dans I'environnement, sont susceptibles de réagir avec les biomolécules et d'altérer leur

fonctionnement.
I11.2. Effet du stress métallique sur les plantes

I11.2.1.Effet du stress métallique sur I’activité enzymatique

Le stress métallique implique une large gamme de réponses que l'on rencontre également lors
d'autres types de stress.
On a rapporté l'induction par les métaux lourds de Pathogenesis Related Proteins (PR proteins)

(Didierjean et al. 1996; Kieffer et al. 2009b), généralement associées aux stress biotiques ou a la réponse
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aux basses températures (Moffatt et al. 2006; Renaut et al. 2008b). Les metallothioneines (MT) font
¢galement partie de la gamme de réponse au stress métallique. Les MT sont fortement induites par des
teneurs toxiques en métaux lourds (Hassinen et al. 2009).

Cependant les MT sont aussi observées en réponse a des contraintes lumineuses, au froid, a la
sécheresse, a une infection virale ou lors de la sénescence (Kohler et al. 2004; Wisniewski et al. 2008;
Berta et al. 2009).

D'une maniere identique. Le stress métallique affecte l'expression et l'activité d'enzymes de
détoxification impliquées dans la majorité des stress étudiés. On notera toutefois que le caractere
stimulant ou inhibant du stress sur ces enzymes est loin d'étre consensuel dans la littérature

Les phytochélatines (PC) sont des polypeptides qui possédent une structure assez proche des MT
qui leur permet de se lier a plusieurs ions métalliques. Toutefois, si les MT sont génétiquement encodées,
les PC sont le résultat d'une polymérisation de glutathion réalisée par une PC synthase (Cobbett et
Goldsbrough 2002). Les PC présentent une forte spécificité envers le stress métallique (Grill et al. 1985;
Clemens 2006) méme si une étude tend a montrer leur implication dans le stress initie par une exposition
aux UV (Bhargava et al. 2005).

Les phytochélatines jouent sans doute un role transitoire dans la détoxification, puisque les
complexes PC-métal disparaissent des tissus racinaires quelques jours apres l'exposition au métal, sans

pour autant que les ions métalliques soient libérés dans les tissus (Leopold et al. 1999).

I11.2.2. Accumulation des acides aminés

L’accumulation des acides aminés suite au stress métallique peut étre expliquée par la dégradation
de certaines protéines sensibles au stress soit par la synthése de nouveaux acides aminés (Berlett et
Stadtman, 1997 ; Siedlecka et Krupa, 2002 ; Hsu et Kao, 2003 ; Pena et al., 2006 ; Sharma et Dietz,
2006).

Parmi les acides aminés la proline, bien que ne constituant que moins de 5 % des acides aminés
libres (Matysik et al., 2002 ; Lei et al., 2007), est probablement I’'un des métabolites de stress les plus
répandus. Sa teneur, qui constituait 4,40 % des acides aminés totaux, est significativement augmentée
dans les feuilles suite au traitement par le cadmium mais s’aveére non affectée par la seule application
foliaire de Put ou de Spd. En revanche

Une augmentation de la proline sous I’effet du cadmium a été rapportée pour des plantes variées
telles que le lupin (Costa et Spitz, 1997), le riz (Shah et Dubey 1998a, b), le radis (Chen et al., 2003) et le
soja (Balestrasse et al., 2005). Une telle augmentation de la proline a également été observée sous 1’effet
d’autres métaux tels que le Mn (Lei et al., 2007), le Zn, Pb, Co, Cu (Alia et al., 1995 ; Schat et al., 1997 ;

Sharmila et Pardha Saradhi, 2002 ; Sharma et Dietz, 2006) mais aussi sous 1’action d’autres types de
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stress : salin (Demiral et Tiirkan, 2005), hydrique (Taulavuori et al., 2005), radiations UV (Pardha
Saradhi et al., 1995), thermique (Taulavuori et al., 2005). La proline est considérée comme faisant partie
d’un syndrome adaptatif général aux conditions environnementales défavorables. Différentes
fonctions sont attribuées a I’accumulation de ce soluté compatible : osmorégulation, chélation et
détoxification des métaux, protection des enzymes, régulation de I’acidité cytosolique, stabilisation de la
machinerie de la synthése protéique et piégeage des espéces réactives de I’oxygene (radicaux hydroxyles,

oxygene singulet) (Sharmila et Pardha Saradhi, 2002).

II1.2.3. Accumulation de glucides solubles

Outre les changements de teneur en acides aminés, une accumulation de glucides solubles a été
rapportée en réponse a différents stress environnementaux et particuliérement des métaux (Samarakoon
et Rauser, 1979 ; Moya et al.,1993 ; Costa et Spitz, 1997 ; Dubey et Singh, 1999).

Une accumulation de glucides sous I’effet du Cd pourrait, a ’exemple de ce qui a été rapporté
pour I’arsenic par Jha et Dubey (2004), résulter d’une altération des activités enzymatiques notamment
I’invertase acide, la saccharose synthase et 1’amidon phosphorylase Costa et Spitz (1997) observent
¢galement une perturbation de la teneur en glucides solubles sous 1’effet du Cd qui résulterait de I’action
des radicaux libres produits. Une augmentation de la photosynthése parait en effet peu vraisemblable pour
rendre compte de I’augmentation des sucres solubles observée, le Cd produisant un abaissement de 15 %

de la teneur en pigments.

II1.3. Tolérance aux métaux lourds
La tolérance aux métaux lourds est un phénomene dans lequel la plante interagit avec la
concentration externe en métaux tout en régulant la concentration interne" (Macnair 2007). Les divers

mécanismes de controle sont :

l'exsudation d'agents complexant dans le sol
la liaison des métaux aux parois cellulaires,
l'efflux actif des métaux depuis le symplaste,

la limitation du transport des métaux dans les parties aériennes (translocation),

AN N NN

la complexation a divers ligands dans le symplaste (phytochélatines, acides organiques, acides

amines, ferritine, métallothioneines), puis le transport de ces complexes dans la vacuole

<

l'induction d'antioxydants enzymatiques ou non enzymatiques
v' la formation d'enzymes résistantes aux métaux qui limitent les dommages (Hall 2002; McGrath et

Zhao 2003; Benavides ef al. 2005).
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Ces mécanismes de tolérance aux métaux, dépendants de I'expression de génes de réponse au stress,
peuvent s'activer séparément ou concomitamment, via notamment la production d'acides aminés
spécifiques dans les racines et exsudats racinaires qui jouent potentiellement le role de signal de stress

(Costa et al. 1997).

I11.4. Accumulation et compartimentation des métaux lourds

L'accumulation des métaux lourds dans la plante est I'aboutissement d'un processus complexe qui
commence avant l'absorption racinaire, par la solubilisation du métal dans le sol. En effet de nombreux
métaux biologiquement indispensables sont présents dans le sol sous une forme insoluble, et les plantes
doivent secréter des acides organiques et des ligands afin de les rendre biodisponible (Cieslinski et al.
1998; Peer et al. 2005).

La détermination de la part de métal biodisponible est en soi problématique. Si des extractions en
séquences permettent de connaitre 1'état d'association entre le métal et le sol, elles sont en revanche
insuffisantes pour conclure en termes de biodisponibilité (Degryse et al. 2004).

On peut considérer 5 fractions du sol auxquels les métaux sont susceptibles d'étre liés :

1- dans la solution du sol sous forme libre ou de complexe soluble,
2- adsorbés sur les constituants inorganiques du sol,

3- liés a la maticre organique,

4- sous forme de précipités (oxydes, hydroxydes et carbonates)

5- ancrés dans les structures des minéraux silicates (Lasat 2000).

Seules les fractions 1 et 2 sont directement biodisponible pour la plante. La biodisponibilité des métaux
peut varier, notamment, en fonction de la teneur en mati¢ére organique et du pH (Sarkar et Wynjones
1982). En lien avec le pH et l'activit¢ microbiologique, les acides humiques peuvent augmenter
l'absorption de métaux lourds par la plante et améliorer leur translocation dans les parties aériennes
(Halim et al. 2003; Evangelou et al. 2004; Sterckeman et al. 2005). La mycorrhizosphére peut jouer un
role de premicre importance pour faciliter (Citterio et al. 2005) ou au contraire réduire (Huang et Xu
2008) la biodisponibilité des métaux.

La plante, elle-méme, en secrétant des chélateurs dans ses exsudats racinaires peut limiter la
mobilit¢ et la disponibilité des métaux toxiques (Patra et al. 2004). On a par exemple montre une
corrélation entre la présence de malate dans les exsudats d'apex racinaires et la tolérance a I'aluminium
chez le bl¢ (Delhaize et Ryan 1995).

La translocation du métal dans la plante est le passage depuis la racine vers les parties aériennes.

Elle implique que 1'ion métallique a atteint les tissus conducteurs de la racine (figure x). La distribution
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des métaux dans les organes de la plante est trés variable d'une espece a une autre. La vascularisation des
métaux dans la racine est I'un des premiers facteurs qui réduisent la translocation (Xing et al. 2008). On a
reporté une suberisation plus importante des racines chez plusieurs espéces dont le mais en présence de
métaux lourds (Schreiber et al. 1999). Cette suberisation limite les flux d'eau et I'absorption de nutriments

et de métal (Cosio 2006).
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Figure 14 : Voies de passage des racines de I'eau et des minéraux depuis le sol vers le
systeme vasculaire : symplaste et apoplaste

(Thomas DURAN, 2008)

I1L.5. Stratégies d’adaptation des plantes au stress métallique

En régle générale, lors d'un stress abiotique, le maintien de la croissance est associe a deux
modalités : la tolérance et 1'évitement. Dans le cas du stress métallique, ces modalités peuvent étre mises
en relation avec trois grandes stratégies que sont l'exclusion, I'absorption non régulée des métaux (réponse
type 'indicateur’), et I'hyper-accumulation (Figure 15).

Ces trois stratégies sont le reflet de mécanismes moléculaires contrastes. Les plantes qui ne régulent
pas l'entrée des métaux lourds présentent une sensibilité plus importante que celles des deux autres
catégories (Callahan et al. 2006).

Toutes les plantes peuvent extraire les métaux du sol de manicre régulée afin de combler leurs

besoins métaboliques. Certaines, toutefois, les accumulent bien au-dela de ces besoins.
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L'exemple le plus marquant est I'hyperaccumulateur appelé "Séve bleue" (Sebertia acuminata).Le
latex de cet arbre endémique de Nouvelle Calédonie peut contenir jusqu'a 25 % de nickel (Jaffre et al.
1976). Le phénomene est rare ; seule 0,2 % des angiospermes sont considérées comme
hyperaccumulatrices (Baker et al. 2000), elles sont en revanche trés dispersées d'un point de vue
taxonomique La raison de 1'évolution vers I'hyper-accumulation fait encore débat. On a évoqué pour

expliquer son apparition :

- latolérance envers les métaux,

- une absorption 'accidentelle’,

- l'allelopathie,

- larésistance a la sécheresse et

- la protection contre les phytophages (Sagner et al. 1997) et les phytopathogenes (Boyd et Martens
1992).

Whiting et al (2003) ont toutefois montre que l'accumulation de Ni ou de Zn etait sans effet sur la
résistance a la sécheresse de Alyssum murale et de Thlaspi caerulescens. Par ailleurs, 1'entrée des métaux
lourds dans les tissus végétaux est souvent "accidentelle”, relevant d'un manque de sélectivité des

transporteurs et des pores membranaires.

On note a cet égard qu'une forte concentration en cations divalents, comme Zn2+ par exemple, réduit
I'entrée de Cd2+ chez de nombreuses espéces (Lombi et al. 2002). Il apparait que le cout métabolique
d'un mécanisme plus sélectif dépasserait celui de posséder un systeme d'efflux inductible (Silver 1996).
L'hypothese liée a la défense contre les herbivores et pathogénes semble a 1'heure actuelle relativement
bien étayée (Jiang er al. 2005) dans la mesure ou tolérance métallique et accumulation sont deux
caracteres qui ségrégent généralement de facon indépendante (Macnair et al. 1999; Zha et al. 2004;
Macnair 2007). Cette hypothése est confortée par le fait que les hyper-accumulateurs ont des
concentrations de metal plus elevees dans les feuilles, les organes les plus sensibles aux pathogeénes et

herbivores.
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Figure 15 : Trois stratégies de réponse a la présence de métaux lourds dans l'environnement

(Callahan, 2006).
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1. Présentation de la zone d’étude

Dans notre étude, afin de mettre en évidence la capacité de phytoéxtraction du colza, nous
avons réalisé une expérimentation sous serre en utilisant le sol de I’institut de technologie moyen

agricole (ITMAS) sis a Boukhalfa a environ 5 km au nord-ouest de la ville de Tizi-Ouzou.

Boukhalfal

Figure 16 : Site d’expérimentation (ITMAS) (Photo Google Earth , 2015)

2. Matériel utilisé
2.1.Matériel biologique
Dans notre expérimentation, nous avons opté¢ pour l’utilisation du colza (Brassica napus,
variété Fantasio), appartenant a la famille des Brassicacées.
Cette plante présente d’intéressantes caractéristiques qui correspondent parfaitement a notre
objectif, en effet, le colza est connu par son aptitude a extraire et a accumuler les métaux lourds
(Marichiol et al. 2004), de plus elle présente une biomasse assez élevée suffisante pour accumuler

de grandes quantités de métaux lourds.
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Figure 17. Plante de Brassica napus Figure 18, Graines de Brassica napus

(Photo originelle, 2014) (Photo originelle, 2014)

2.1.1. Classification botanique phyllogénétique du colza (Mounnah, 2008).

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Brassicaceae
Genre Brassica
Espece Brassica napus

2.1.2. Morphologie de la plante

Le colza est une plante herbacée pouvant mesures jusqu’a 2 meétres de hauteur selon les

variétés (Renard et al, 1992).

2.1.2.1.Systéme racinaire
D’apres Renard et al. (1992) le systeme racinaire du colza est composé¢ d’une racine
pivotante (site d’accumulation des réserves glucidiques) et d’un réseau dense de racines

secondaires.
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2.1.2.2.Systeme aérien

I1 forme une rosette de feuilles pétiolées, au limbe découpé et sans stipule. A la montaison,
une tige droite se développe avec de nombreuses ramifications .Les feuilles de la partie supérieure

sont alternes et lancéolées avec un limbe entier (Renard et a/, 1992).

2.1.2.3.Inflorescence
Des ramifications apparaissent une inflorescence en grappe simple a croissance indéfinie.
Les boutons floraux, pédoncules s’épanouissent de bas en haut. La couleur varie du jaune vif foncé
au blanc créme. La fleur est hermaphrodite, le colza est auto-fertile. En moyenne, on observe 70%
d’autofécondation et 30% de fécondation croisée (Bensid, 1984).
La fleur est caractérisée par :
e Un calice a 4 sépales, libres et de couleur verte.
e Une corolle est composée de 4 pétales libres dont la couleur varie du jaune clair a I’orange.
e des organes de reproduction qui comprennent 6 étamines dont 4 longs avec des anthéres
situées au-dessus du stigmate, ce qui favorise 1’autopollinisation.
e Au centre de la fleur, se trouve un pistil a 2 ovaires contiennent chacun 2 carpelles soudés a
placentation axile.

Donc la formule florale est comme suit :

FF=4S +4 P+ 6 E+2 C.

2.1.3. Caractéristiques du colza

Plante oléagineuse (40 a 42% d’huile dans la graine).

Famille des cruciferes.

Culture adaptée aux zones plutot fraiches (jusqu’a 800 m d’altitude environ).
Bonne couverture du sol en hiver.

Racines pivotantes a implantation profonde.

Allege les rotations chargées en céréales.

Préléve de 1’azote en automne.

AN NN N VD U N N

Valorise bien les engrais de ferme (Anonyme, 2007).
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2.2.Matériel physique
2.2.1. Sol
Notre expérimentation s’est réalisée sur un sol provenant de I'ITMAS, prélevé sur le profil
culturel superficiel.
Des analyses physico-chimiques ont été effectuées sur un échantillon de sol afin de
déterminer ses caractéristiques physico-chimique.

2.2.2. Meétal

Pour la contamination du sol, nous avons utilis€¢ le plomb pur sous sa forme natif (Pb) en

poudre. Nous avons utilis¢ dans notre expérimentation quatre doses de plomb comme suite :

» Dose P1 (400 ppm) =24 ¢
» Dose P2 (800 ppm) =4.8 g
» Dose P3 (1200 ppm)=7.2 g
» Dose P4 (1600 ppm) =9.6 g

2.23.L’E.D.T.A

Nous avons utilis¢ ’EDTA ; Ethyle Diamine Tetracétique, acide de formile chimique
C10H16N20g, comme agent chélateur a differentes doses dans le but de varier le pH (Tableau 4) et de
stimuler ’absorption et I’accumulation du plomb dans la partie racinaire , en effet, ’"EDTA ou I’'H-

EDTA multiplie par 5 ou 6 le pouvoir d’absorption du plomb (JARVIS et LEUNG, 2002).

/CHz_CI'lz\
1 cuz
Y] 'iy C"z

Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) chelates a metal ion

Figure 19 : Structure chimique de ’EDTA

Lors de I’ajout de chélateur dans le site contaminé par le plomb, celui-ci est absorbé et migre
vers la partie aérienne ou il s’accumule sous la forme de complexe Pb-EDTA (Salt et a/, 1998 ;

Huang et Cunningham, 1996). Ce phénomene a pu étre décrit chez Zea Mays L ; I’ajout de ’EDTA
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ou d’EDDS permet une augmentation de I’accumulation de plomb dans la partie racinaire (Luo et

al, 2006).

Tableau 4 : Les diffentes dose d’EDTA utilisées et les pH résultants.

Dose
Le pH obtenu
d’EDTA(g)

Og 7.54
6.16 g 6.36
68.6 g 5
107.1 g 4.63

» L’expérimentation a été menée sous serre dans des pots en plastiques de diametre 30
cm,contenant 6 kg de sol chacun. Le pot étant considéré comme unité experimentalle
(Figure 19)

» Pour permettre 1’identification de chaque pot, nous avons procédé a un etiquettage, ainsi
chaque pot est identifié¢ grace a une etiquette portant la dose de plomb (p), la dose d’EDTA
(E), et le numero du bloc (B).

Figure 20 : Pots (unités expérimentales) Photo originelle, 2014

3. Méthodes
3.1.Préparation du sol

Le sol prélevé a été homogénéisé, étalé et séché a ’air libre durant 3 jours. A 1’aide d’une
balance, des lots de 6 kg de sol ont été pesés et mis dans des pots étiquetés.

Selon 1’étiquetage, chaque pot a subit une contamination au plomb qui s’est faite d’une fagon
homogene apres le mélange du sol et du plomb. Notons aussi que des pots témoins n’ont pas subi de
contamination.

Dans cette démarche, nous avons réussi a préparer le sol pour I’expérimentation selon les

quatre niveaux de contamination au plomb.
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» Sol contaminé a 2.4 g/kg de sol
» Sol contaminé a 4.8 g/kg de sol
» Sol contaminé a 7.2 g/kg de sol
» Sol contaminé a 9.6 g/kg de sol

3.2.Dispositif expérimental

Notre expérimentation a été réalisée sous serres au niveau de ’institut ITMAS, dans des
conditions édaphoclimatiques homogenes, nous avons adopté un dispositif expérimental en bloc
aléatoire complet (BAC) a deux facteurs de classification (le plomb et PEDTA).

Le dispositif expérimental est constitué de quatre (04) blocs disposés perpendiculairement a
la largeur de la serre. Chaque bloc est considéré donc comme répétition des objets de
I’expérimentation.

Il faut rappeler que I’expérimentation a concerné 04 doses de plomb associ¢es a 04 doses
d’EDTA, ce qui se traduit en 16 objets plus un témoin pour chaque bloc (pot non contaminé par le
plomb et sans ajout d’EDTA). Autrement dit, chaque bloc compte 17 pots disposés d’une manicre

aléatoire. (Figure 20 ct x21)

Figure 21. Présentation du dispositif expérimental en bloc aléatoire complet (Photo originelle,

2014).
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BLOC 1 BLOC 2 BLOC 3 BLOC 4
Icm
G
(=
CDIESD

Figure 22.Dispositif expérimental (P : 1a dose de plomb, E : la dose d’EDTA, B : le bloc)
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3.3.Chronologie de I’expérimentation

3.3.1. Test de germination

Afin de vérifier le pouvoir germinatif des graines de colza et d’augmenter le pourcentage de
réussite de D’expérimentation, un test de germination a été effectu¢ dans (10) boites de pétri,
chacune d’elles contenant du coton imbibé¢ et (10) graines de colza.

Le test a duré (15) jours a température ambiante, le taux de germination a été calculé par la

formule suivante :

Pourcentage (%) de germination = (Nombre ge graines germées /NOMDIe€ ¢otal de graine) X 1000

3.3.2. Semi

Apres le test de germination qui a été concluant a 90%, le semi a été effectué sur le site de
I’expérimentation le 25/01/2014. Chaque pot a recu 6 graines de colza (Brassica napus) et un
arrosage immeédiat pour permettre une bonne adhésion des graines et évacuer I’air compris entre les

particules de sol.
3.3.3. Suivi de la culture

Durant toute la durée de 1’expérimentation qui été de (12) semaines, un suivi régulier de la

culture a été entreprit, comprenant principalement :

v’ un arrosage avec fréquence réguliére et au besoin de la culture.
v' désherbage des pots et des alentours de I’expérimentation pour permettre uniquement au

colza de se développer et absorber le plomb et éviter toutes concurrences.

3.3.4. Ajout ’EDTA

Nous avons ajout¢ L’EDTA le 01/05/2014, soit 12 jours de la récolte. Sur le site de
I’expérimentation, nous avons dilué chaque dose d’EDTA dans 1’eau de robinet et ajouté aux pots

d’une manicere discontinue pour faciliter la pénétration dans le sol. Ainsi chaque pot a recu la dose

d’EDTA qui lui est associée
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3.3.5. Récolte

Le 13/05/2014, apres 16 semaines de développement, nous avons récolté les plantes de colza
au stade de fin de croissance (Figure 22). Les plantes dégagées du sol ont étaient mises dans des

sacs en plastique en suivant leurs étiquetages respectifs et transportées au laboratoire

Par la suite, les racines des plantes ont subi un lavage excessif a I’eau de robinet (Figure 23)
afin de les débarrasser de toutes traces de plomb qui se serait attaché. Les parties aériennes sont
ensuite séparées des parties racinaires et un premier séchage a I’aire libre a été¢ effectué¢ durant une

semaine.

Figure 23. Récolte du colza Figure 24. Ringage des racines de colza (Photo

originelle, 2014) (Photo originelle, 2014)

Le deuxiéme séchage a été effectué a I’étuve (figure 24) a une température de 80°C pendant 3
jours, la mati¢re séche obtenue a été broyée a 1’aide d’un moulin a café donnant des poudres fines

(figure 25) conservées dans des petites boites hermétiquement fermées.

Figure 25. Séchage a I’étuve figure 26. Matériel végétal broy¢

(Photo originelle, 2014) (Photo originelle, 2014)
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3.4.Méthodes d’analyse
3.4.1. Analyses physico-chimiques du sol

Ces analyses ont été réalisées sur un échantillon de sol préalablement séché et tamisé a 2

mm, au niveau de I’institut national des recherches Agronomiques (INRA) a Alger.

3.4.1.1.Détermination du pH : méthode électro-métrique au pH-meétre sur une

suspension sol /terre

Le pH (potentiel hydrique) est le logarithme de I’inverse la concentration des ions H+ dans

une solution :

pH = -log [H+] =log 1/ [H+]

Dans un bécher, nous avons pesé¢ 20g de sol tamisé, auquel 50ml d’eau distillée ont été
rajouté. La solution est laissée au repos pendant 30 mn. La valeur du pH est déterminée par une

simple lecture sur le pH meétre.

3.4.1.2.Conductivité électrique au conductimeétre sur une suspension terre/liquide de

1/5

Une solution a été préparée contenant 10g de sol, SO0ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de
KCI1 1/5 celle-ci est mis au repos pendant 30mn. La valeur de la conductivité est directement lue sur

le conductimetre préalablement étalonné avec une solution de KCI 1/5.
3.4.1.3.Analyse granulométrique

L’analyse granulométrique d’un sol consiste a déterminer la proportion des diverses classes
de grosseurs des particules. Pour cela, 50ml d’eau oxygénée sont ajoutés a une prise d’essai de 10g
de sol préalablement séché et tamisé a 2mm afin de détruire la matiére organique. On rajoute 1ml de
NH4, la solution est laissée au repos pendant une nuit pour permettre la sédimentation des particules

du sol.

Les fractions fines, limon et argile, sont séparées par sédimentation. Le prélévement de ces
derniéres se base sur la relation, liant le temps de sédimentation et le diamétre des particules,

donnée par la loi de STOCKS.
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3.4.1.4.Détermination de I’humidité du sol

10g de sol sont introduit dans un bécher sec, ce poids est noté P1. Le bécher est mis a I’étuve
a 105°C pendant 24 heures. P2 est le poids du sol pris apres le séchage. L’humidité est donnée en

pourcentage selon la formule suivante :

Humidité % = p:—l’ﬁ X100

3.4.1.5.Le carbone organique : méthode de Walkey-Black (attaque au froid)

Dans une fiole, nous avons mis 0.5g de sol avec 10ml de bichromate de potassium et 20ml
de H2S04, la solution est agitée pendant Imn a 1’aide d’un agitateur magnétique, puis elle est
laissée au repos durant 3 heures. Apres repos, 1’eau distillée est ajoutée a la solution jusqu’au trais
de jauge de la fiole. La solution est mise au repos pendant une nuit. Une gamme d’étalons (5
¢talons) dont les concentrations respectives en carbone sont :

Omg/1 ; 3mg/l ; 6mg/l ; 12mg/1 ; et 24mg/1 a été mise dans le colorimétre, la lecture correspondante a
chacune de ces concentration et a celle de I’échantillon de sol est directement prélevée du
colorimetre.

Le carbone organique est déterminé en pourcentage par la formule suivante :

la lecture de l'echantillon % coef ficient

00 =
C% 10

Concentrations d etalons

Coefficient = -
Lectures d etalons

3.4.1.6.Matiére organique

La matieére organique est déterminée par la multiplication de la valeur du carbone organique

exprimé en pourcentage par 1.724
3.4.1.7.Dosage de I’azote par la méthode de Kjeldhal

Le principe de la méthode Kjeldhal consiste en attaque des matiéres organiques par 1’acide

sulfurique (H2SO4) concentré qui se comporte comme un oxydant en présence d’un catalyseur.
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L’ammoniac formé est déplacé par la soude distillée, retenu dans I’acide borique et titré par H2SO4

0.IN.
3.4.1.8.Rapport C/N

Le rapport C/N donne une idée sur la vie biologique des substrats. Il est déterminé a partir

du carbone organique et de I’azote total
3.4.1.9.Dosage du calcaire total

Le calcaire total est déterminé par la méthode volumétrique ou calcimétre de BERNARD
décrite par DUCHAUFOUR (1965), elle consiste a doser le CO2 provenant de la réaction de
calcaire avec I’acide chlorhydrique. CaCO3 +2HCI —CaCl12 +CO2 +H20

Le volume de CO2 est proportionnel a la quantité de carbonates, est donc du calcaire
présent. La quantité de carbonate est déduite de la courbe d’étalonnage effectuée avec une série de

quantité connue de carbonate de calcium.

3.4.2. Analyse du matériel végétal

3.4.2.1.Extraction est Dosage des sucres solubles

La technique utilisée pour la détermination des sucres solubles a été inspirée de la méthode
décrite par Mc CREADY et al : (1950). Elle repose sur la transformation des oses en dérivés

furfuraux en milieu acide et chaud.

L’acide sulfurique qui est I'un des constituants du réactif a 1’anthrone, transforme a
¢bullition les glucides en furfurals et dérivés furfuriques (CERNING-BEROAD, 1975 in
KHEDDACHE, 2005). Ces dérivés se condensent avec la forme tautomérique de 1’anthrone

(I’antronal) pour donner des complexes dont la coloration est vert-bleu pour les hexoses.
3.4.2.2.Extraction des sucres solubles

La méthode utilisée est celle de Mc CREADY et al (1950) pour I’extraction des sucres
solubles. 1 g de matic¢re végétale seche (poudre de feuilles et de racines de colza) est mélangé avec
10 ml d’éthanol a 80%. Apres agitation au vortex, le mélange est centrifugé a 5 000 trs/mn pendant

20 minutes, ensuite le surnageant est récupéré dans une fiole de 50 ml.

L’extraction est réalisée a deux reprises avec 5 ml d’éthanol a 80% suivie d’une
centrifugation pendant 15 mn a 3 000 trs/mn. Les trois surnageants sont mélangés dans la méme

fiole et ajustés jusqu’a 50 ml en ajoutant de I’eau distillée.
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3.4.2.3.Dosage des sucres solubles

Pour le dosage des sucres solubles, la méthode adoptée est celle de Cerning Berrorad (1975).
Dans des tubes a essai, 0.5 ml de I’extrait glucidique précédent est mélangé a 0.5 ml d’eau distillée
et 2 ml de réactif a I’anthrone. Aprées agitation au vortex, les tubes sont mis au bain-marie a 100°C

pendant 7 minutes pour permettre le développement de la coloration.

Apres refroidissement des tubes, les densités optiques sont lues a 630 nm au

spectrophotométre UV 9200 (figure 26), ainsi les concentrations en sucres sont déterminées a 1’aide

d’une courbe étalon. Le blanc est préparé a partir de 1 ml d’eau distillée auquel on a ajouté 2ml de

réactif a ’antrhone.

Figure 27. Spectrophotométre UV 9200 (Photo originelle, 2015).
3.4.2.4.Préparation de la courbe étalon

A partir d’une solution mére de glucose a 120 pg/ml, nous avons préparé une gamme de
dilutions a concentrations croissantes en glucose (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 et 110
png/ml). Pour 1 ml de chaque dilution, 2 ml de réactif & ’anthone et 0.5 ml d’eau distillée sont

ajoutées.

Aprés passage des tubes au bain-marie pendant 7 mn et refroidissement, les densités
optiques sont alors lues au spectrophotométre a 630 nm. Ainsi nous avons tracé la courbe des

densités optiques en fonction des concentrations (figure 27).

Cette courbe nous a permis par la suite de déterminer les teneurs en glucide présentent dans

nos échantillons.
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Figure 28. Courbe étalon du glucose

3.4.3. Extraction et dosage de la proline

La technique utilisée pour la détermination de la proline a été tirée de la méthode décrite par
Troll et Lindsley (1955) modifiée par BATES et al. (1973). La proline réagit en milieu acide et a
chaud avec le ninhydrine pour donner un composé de couleur rose (figure 28), soluble dans le

benzéne.

Figure 29. Tube a essai contenant la fraction de proline de couleur rose

(Photo originelle, 2015)
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3.4.4. Mode opératoire

Nous avons mis 0.2 g de MVS dans des tubes a essai avec 10 ml de méthanol a 96%. Les
tubes a essai hermétiquement fermés, sont incubés dans un bain-marie a 80°C pendant 1 heure.
Apres refroidissement des tubes, nous avons prélevé 1 ml d’extrait auquel, 1 ml d’acide acétique et

1 ml de réactif a la ninhydrine sont ajoutés dans des nouveaux tubes a essai.

Ces derniers sont placés dans un bain-marie a 80°C pendant 30 mn, apres refroidissement, 5
ml de benzéne sont additionnés a ces solutions. Apres agitation au vortex, une pincée de Na,SOy4 est

ajoutée a chaque tube.
Deux phases sont alors visibles :

» Une phase supérieure benzénique contenant la proline.

» Une phase inferieure aqueuse sans proline, a éliminer.

La phase supérieure est récupérée et les densités optiques sont lues au spectrophotomeétre a 515 nm,

les teneur en proline sont alors déterminées a partir d’'une courbe étalon.
3.4.5. Préparation de la courbe étalon

La courbe étalon est établie a partir d’une série de dilutions (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100 et 110 pg/ml) qui sont préparées a partir d’une solution mere de proline a 120pg/ml.

Pour 1 ml de chaque concentration, 1 ml d’acide acétique et 1 ml de réactif a la ninhydrine
sont additionnés dans des tubes a essai. Puis, I’ensemble est placé au bain-marie a 80°C pendant 30

m. Aprées refroidissement, 5 ml de benzeéne et une pincée de Na,SO,4 sont ajoutés.

La courbe des densités optiques obtenues a 515 nm en fonction des concentrations en
proline est ensuite tracée (figure 29). Elle nous a permis par la suite de déterminer les teneurs en

proline dans nos échantillons.
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Figure 30. Courbe étalon de la proline

3.5.Minéralisation et dosage du plomb

3.5.1. Minéralisation

Le principe de cette méthode est la destruction de la mati¢re organique par deux attaques :

I’une a froid, ’autre a chaud en utilisant I’acide nitrique HNO3 concentré et 1’acide perchlorique

HclO4 a 60%.

La méthode utilisée est celle proposée par MILLER, il s’agit de la minéralisation par voie

humide apres nettoyage, séchage et broyage des parties du végétal. Cette technique permet une

meilleure extraction des éléments minéraux a partir de la matiere végétale. Pour cela on fait réagir

0.5g de matiere végétale avec 6ml d’acide nitrique HNO3 dans un matras pendant une nuit puis le

mélange est chauffé a une température de 150°C durant 60mn.

2ml d’acide perchlorique HclO4 a 60% sont ajouté a ce mélange, 1’attaque est poursuivie a

une température de 250°C jusqu’a évaporation complete de 1’acide (40mn environ). (Figure 30).

Page | 58



Chapitre IV Matériels et méthodes

Figure 31. Minéralisation sous la hotte

(Photo originelle, 2014)

A ce moment-la le matras est rincé avec 10ml d’eau distillée qui sont ensuite filtré et
centrifugé si nécessaire afin d’éliminer toute les particules en suspension. Le ringage est poursuivi

par I’eau distillée qui est récupéré a chaque fois dans une fiole jaugée de 25ml. (Figure 31)

Figure 32 : Récupération de la mati¢re minérale

(Photo originelle, 2014)

Le volume est ajusté jusqu’au trais de jauge, la solution est ensuite analysée par

spectrophotomeétre d’absorption atomique.
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3.5.2. Dosage du plomb

Le dosage du plomb s’est effectué au centre de recherche et développement (CRD) de
I’université de Boumerdes par spectrophotometre d’absorption atomique. (Fera objet d’une autre

¢tude)
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V.1. Caractéristiques physico-chimiques du sol

Les caractéristiques physico-chimiques d’un sol (Humidité, Ph, matiére organique ....) sont
des facteurs dominants sur la biodisponibilité du Plomb, et donc ont un effet direct sur ’efficacité de la
phytoéxtraction. Le role de certains parameétres tels que le pH, le potentiel redox, la composition
minéralogique du sol ou du sédiment et la présence de ligands ou de colloides dans la phase va étre
déterminant. 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 (Cecchi, 2008).

L’analyse de notre échantillon de sol provenant de I'ITMAS a été réalisée a 1’Institut
National de la Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA) au département de phytotechnie de
Baraki. (Tableau 5).

Tableau 5 : Résultats d’analyse du sol.

Résultats
A 33.50
LF 17.06
Analyse granulométrique % | LG 36.98
SF 2.99
SG 9.54
Texture (USDA) LG
Humidité 1.75
pH 7.54
Calcaire total % 1.92
Conductivité Electrique (ds/cm) 2
CEC meq/100g terre 17.6
Azote total % 0.52
Carbone totale % 2.16
Rapport C/N 41.53
Matiere organique % 3.77
Plomb (ppm) 17
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V.1.1 La granulométrie

La texture du sol est limono-argileuse. Sachant que I’argile retient le plomb ; nous pouvons

dire que la disponibilité de ce dernier pour le colza sera limitée.

V.1.2 Le pH

Le pH est I’un des facteurs qui influence le plus la mobilité et la biodisponibilité du plomb.
Plus le pH est faible, plus le degré de désorption dans la solution du sol est fort, (DENEUX-
MUSTIN et al 2003).

Le pH de notre sol est légerement alcalin avec une valeur de 7.54, ce qui signifie

probablement que le plomb sera plus au moins disponible pour le végétal.

V.1.3 Calcaire total

Dans un sol calcaire, les carbonates de calcium sont les constituants majeurs qui
interviennent dans la fixation des éléments traces, (PERRENO, 1999) Notre sol est faiblement

calcaire a cet effet, le plomb aurait tendance a étre mobile et biodisponible pour le végétal.
V.1.4 La CEC

Notre sol présente une CEC ¢élevée donc il a une grande capacité a retenir les cations, dans
ce cas, le plomb serait faiblement disponible pour nos plants

V.1.5 La matiere organique

La matiere organique représente une phase d’absorption dominante du plomb, (PERRONO,
1999). Notre sol est bien pourvu en matiére organique, ce qui laisse penser que le plomb aurait

tendance a étre immobile.

V.2. Analyse des données statistiques

Pour mettre en évidence I’'impact du Plomb sur la synthése des deux métabolites « Sucres
Solubles » et « Proline » chez colza, nous avons réalisé une analyse de variances (ANOVA) afin de
comparer les différents résultats obtenus pour les deux indicateurs biochimiques « Sucres solubles »

et « Proline ».
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Nous présenterons d’abord une analyse de variance a deux facteurs « Plomb (P) » et kEDTA
(E) » pour chacune des variables étudiées, ensuite nous terminerons par une analyse de variance
globale a deux facteurs.

Les analyses de variance ont été réalisées distinctement pour la partie aérienne et racinaire

de la plante.

V.2.1. Analyse des données statistiques de la variable « sucres solubles »
V.2.1.1. Facteur « Plomb (Pb) »

L’absorption du plomb par le colza est accompagnée d’une augmentation des
concentrations en sucres solubles dans les parties aériennes et racinaires de la plante en fonction des
differentes doses de Plomb.

Pour réaliser ces analyses nous avons vari¢ les quatre doses de plomb pour chacune des

doses d’EDTA utilisées.

V.2.1.1.1 Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et
racinaire en fonction des doses de Plomb pour la dose (E1) ’EDTA
Les résultats montrent une différence de la concentration en sucres solubles entre la dose
(P1), (P2), (P3), et la dose (P4) de plomb.
Nous remarquons aussi que les concentrations en sucres solubles sont plus importantes dans
la partie aérienne de la plante que dans la partie racinaire, allant respectivement de 1.63 mg/g de

MVS a 2.28 pour la partie aérienne et de 1.07 mg/g MVS a 2.09 pour la partie racinaire. (Figure 33)
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Figure 33 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses de Plomb (P1,
P2, P3, P4) pour la méme dose d’EDTA E(1).
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V.2.1.1.2. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et

racinaire en fonction des doses de Plomb pour la dose (E2) d’EDTA

Les résultats obtenus mettent en évidence une différence de la concentration en sucres
solubles entre la dose (P1), (P2), (P3), et la dose (P4) de plomb ainsi qu'une différence entre la
concentration au niveau de la partie aérienne et la partie racinaire de la plante et cela pour la méme
dose ’EDTA (E2), allant respectivement de 1.51 mg/g de MVS a 2.23 pour la partie aérienne et de
1.09 mg/g MVS a 2.07 pour la partie racinaire. (Figure 34)
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Figure 34 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses de Plomb (P1,
P2, P3, P4) pour la méme dose d’EDTA E(2)

V.2.1.1.3. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et

racinaire en fonction des doses de Plomb pour la dose (E3) d’EDTA

Les résultats font apparaitre une différence de la concentration en sucres solubles entre la
dose (P1), (P2), (P3), et la dose (P4) de plomb, et une différence entre la concentration au niveau de
la partie aérienne et la partie racinaire de la plante et cela pour la méme dose d’EDTA (E2), allant
respectivement de 1.52 mg/g de MVS a 2.07 pour la partie aérienne et de 1.08 mg/g MVS a 1.98

pour la partie racinaire. (Figure 35)
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Figure 35 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses de Plomb (P1,
P2, P3, P4) pour la méme dose d’EDTA E(3)

V.2.1.1.4. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie

aérienne et racinaire en fonction des doses de Plomb pour la dose (E4) ’EDTA

Ces résultats montrent une différence de la concentration en sucres solubles entre la dose

(P1), (P2), (P3), et la dose (P4) de plomb, et une différence entre la concentration au niveau de la
partie aérienne et la partie racinaire de la plante et cela pour la méme dose d’EDTA (E2), allant
respectivement de 1.63 mg/g de MVS a 2.77 pour la partie aérienne et de 1.08 mg/g MVS a 2.12

pour la partie racinaire. (Figure 36)
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Figure 36 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses de Plomb (P1,
P2, P3, P4) pour la méme dose d’EDTA E(4)
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V.2.1.2. Facteur « EDTA (E) »

Afin de réaliser nos analyses statistiques, nous avons procédé par la variation des quatre
doses d’EDTA pour chacune des doses de Pb afin de mettre en évidence 1’influence de I’EDTA sur
les concentrations en sucres solubles.

V.2.1.2.1. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et
racinaire en fonction des doses d’EDTA pour la dose (P1) de Plomb

Les résultats de la figure 37 illustrent la variation des sucres solubles en fonction des
différentes doses d’EDTA, ces résultats ne montrent que de 1égeres fluctuations des concentrations
en sucres solubles entre les doses E(1), E(2), E(3) et E(4) d’EDTA, mais présentent une différence

assez nette entre les concentrations au niveau aérien et celles au niveau racinaire.
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Figure 37 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses d’EDTA (E1,
E2, E3, E4) pour la méme dose de Plomb P(1)

V.2.1.2.2. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et

racinaire en fonction des doses d’EDTA pour la dose (P2) de Plomb

Les résultats ne montrent pas de différence en sucres solubles entre les différentes dose
d’EDTA, cependant, ils mettent en évidence une différence en sucres solubles entre les
concentrations au niveau de la partie aérienne et celles du niveau de la partie racinaire, et cela pour

les mémes doses d’EDTA. (Figure 38)
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Figure 38 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses d’EDTA (E1,
E2, E3, E4) pour la méme dose de Plomb P(2)

V.2.1.2.3. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et
racinaire en fonction des doses d’EDTA pour la dose (P3) de Plomb

Les résultats de la figure 39 montrent qu’il ya une égalit¢ des concentrations en sucres

solubles entre les différentes doses d’EDTA, la concentration reste stable autour d’une valeur de 1.86

mg/g de MSV, la différence subsiste les concentrations au niveau de la partie aérienne et les

concentrations au niveau de la partie racinaire, et cela pour les mémes doses de Plomb.
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Figure 39 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses d’EDTA (E1,
E2, E3, E4) pour la méme dose de Plomb P(3)
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V.2.1.2.4. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et

racinaire en fonction des doses d’EDTA pour la dose (P4) de Plomb

Les résultats montrent des fluctuations aléatoires des concentrations en sucres solubles entre
les différentes doses d’EDTA, et une différence entre les concentrations au niveau de la partie aérienne

et celle au niveau de la partie racinaire. (Figure 40)
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Figure 40 : Distribution des concentrations en sucres solubles en fonction des doses ’EDTA (E1,
E2, E3, E4) pour la méme dose de Plomb P(4)

V.2.1.3. Analyse de variance pour la variable « sucres soluble » de la partie aérienne a deux
facteurs « Plomb » et « EDTA »

Cette analyse met en évidence une différence trés hautement significative de la
concentration des sucres solubles de la partie aérienne de la plante entre les différentes doses de
plomb utilisées P(1), P’2), P(3), P(4) avec P= 0 au seuil de risque a = 0.05, et elle nous démontre
qu’il n’existe pas de différence significative des concentrations en sucres solubles entre les doses
d’EDTA : E(1), E(2), E(3), et E(4) avec P= 0.98 au seuil de risque d’erreur o= 0.05. Ainsi qu’il
n’existe pas de différence significative pour le facteur « blocs » ce qui démontre bien ’homogénéité

des répétitions. (Tableau 6)

Page | 69



Chapitre V Résultats et discussions

Tableau 6 : Résultats de I’analyse de variance des concentrations en sucres solubles de la

partie aérienne pour les deux facteurs « plomb » et « EDTA »

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
VAR.TOTALE 241.722 63 3.837
VAR.FACTEUR 1 11.28 3 3.76 0 0
VAR.FACTEUR 2 11.335 3 3.778 0.985 0.40983
VAR.INTER F1*2 34.896 9 3.877 1.011 0.44632
VAR.BLOCS 11.55 3 3.85 1.003 0.4013
VAR.RESIDUEL
LE 172.659 45 3.837

V.2.1.3.1. Test de NEWMAN et KEULS de la variable « sucres soluble » de la partie

aérienne pour les différentes doses de Plomb

L’analyse de la plus petite différence significative par le test de NEWMAN et KEULS

montre quatre groupes homogeénes conformément aux quatre doses de plomb. (Tableau7)
le Groupe A étant celui qui enregistre la plus grande concentration en sucres solubles, qui est
associ¢ a la plus importante dose de Plomb P(4), le Groupe B est associ¢ a la dose P(3), le Groupe C
est associé a la dose P(2), et le Groupe D étant le groupe qui enregistre la plus inférieure moyenne des

concentrations en sucres solubles est associé a la plus inférieure dose de plomb P(1).

Tableau 7 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS de la variable « sucres solubles » de la
partie aérienne pour les différentes doses de Plomb

LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
P4 2.19 A
P3 1.873 B
P2 1.674 C
P1 1.277 D
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V.2.1.3.2. Etude de la relation entre les concentrations en sucres solubles de la partie aérienne
et le facteur «plomb »

Les résultats de I’analyse de variance nous montrent que les concentrations en sucres
solubles de la partie aérienne sont proportionnelles aux doses de Plomb utilisées. En d’autres
termes, les concentrations en sucres solubles augmentent au fur et a mesure que la dose de plomb
utilisée est plus importante.

Cette relation est parfaitement illustrée par une corrélation entre les concentrations en sucres

solubles et les doses de plomb. (Figure 41)
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Figure 41 : Corrélation entre les concentrations en sucres solubles de la partie aérienne
et les doses de plomb

Nous observons une parfaite corrélation entre les concentrations en sucres solubles de la partie
aérienne et les doses de plomb qui suivent une régression linéaire avec un coefficient de corrélation
de 0.986.

V.2.1.4. Analyse de variance pour la variable « sucres soluble » de la partie racinaire a deux
facteurs « Plomb » et « EDTA »

Cette analyse met en évidence une différence trés hautement significative de la
concentration des sucres solubles de la partie aérienne de la plante entre les différentes doses de
plomb utilisées P(1), P’2), P(3), P(4) avec P= 0 au seuil de risque a = 0.05, et elle nous démontre
qu’il n’existe pas de différence significative des concentrations en sucres solubles entre les doses
d’EDTA : E(1), E(2), E(3), et E(4) avec P= 0.42 au seuil de risque d’erreur a= 0.05. Ainsi qu’il
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n’existe pas de différence significative pour le facteur « blocs » P= 0.26, ce qui démontre bien

I’homogénéité des répétitions. (Tableau &)

Tableau 8 : Résultats de I’analyse de variance des concentrations en sucres solubles de la partie

racinaire pour les deux facteurs « plomb » et « EDTA »

S.C.E DDL C.M. TEST F PROBA
VAR.TOTALE 8.524 63 0.135
VAR'FAICTEUR 8.081 3 2.694 348.386 0
VAR'FAZCTEUR 0.022 3 0.007 0.95 0.42619
VAR R 0.041 9 0.005 0.589 0.79995
VAR.BLOCS 0.032 3 0.011 1.375 0.26193
VARRESIDUE
e 0.348 45 0.008
V.2.14.1. Test de NEWMAN et KEULS de la variable « sucres soluble » de la partie

racinaire pour les différentes doses de Plomb

La comparaison des moyennes réalisée par le biais du test de NEWMAN et KEULS nous

donne quatre groupes homogenes. (Tableau 9).

le Groupe A étant celui qui enregistre la plus grande concentration en sucres solubles qui est

concentrations en sucres solubles est associé a la plus inférieure dose de plomb P(1)

associ¢ a la plus importante dose de Plomb P(4), le Groupe B est associ¢ a la dose P(3), le Groupe C

est associé a la dose P(2), et le Groupe D étant le groupe qui enregistre la plus inférieure moyenne des

Tableau 9 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS de la variable « sucres solubles » de la

partie racinaire pour les différentes doses de Plomb.

LIBELLES | MOYENNES

GROUPES HOMOGENES

P4 2.07 A

P3 1.711 B
P2 1.574

P1 1.077
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V.2.1.4.2. Etude de la relation entre les concentrations en sucres solubles de la partie racinaire
et le facteur «plomb
Les résultats de I’analyse de variance nous montrent que les concentrations en sucres

solubles de la partie racinaire augmentent proportionnellement avec les doses de Plomb utilisées.
Cette relation est parfaitement illustrée par une corrélation entre les concentrations en sucres

solubles et les doses de plomb. (Figure 42)
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Figure 42 : Corrélation entre les concentrations en sucres solubles de la partie racinaire
et les doses de plomb.

Nous observons une parfaite corrélation entre les concentrations en sucres solubles et les
doses de plomb, qui suivent une régression linéaire avec un coefficient de corrélation de 0.978. Ce
qui confirme que plus la dose de plomb augmente, la concentration en sucres solubles augmente

aussl.

V.2.2. Analyse statistique de la variable « Proline »

V.2.2.1. Facteur « Plomb (Pb) »

L’absorption du plomb par le colza est accompagnée d’une augmentation des concentrations
en proline dans les parties aériennes et racinaires de la plante et varient en fonction des différentes
doses de Plomb.

Pour réaliser ces analyses nous avons varié¢ les quatre doses de plomb pour chacune des doses
d’EDTA utilisées
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V.2.2.1.1. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et
racinaire en fonction des doses de Plomb pour la dose (E1) ’EDTA

Nous remarquons une différence de la concentration en proline entre les différentes doses de
plomb, mais aussi une différence des concentration en proline entre la partie aérienne et la partie
racinaire, allant de 0.83 mg/g de MVS pour la dose P(1) de plomb a 1.61 mg/g de MVS pour la
dose P(4) dans la partie aérienne, et de 0.56mg/g de MVS pour la dose P(1) a 1.31 mg/g de MVS

pour la dose P(4) au niveau de la partie racinaire. (Figure 43)

B Partie aénenne

m Partie racinaire

 H ..
1.31
| 1.24
1.02
£ 0.83 0.93 M
= 1.5 4
0.56

05 4

0
PIE1 P2E1 P3E1 P4E1 Doses de plomb
(g/kg de dol)

(]

—

Concentration en proline
(mg/g de MSY)

Figure 43 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses de Plomb (P1, P2, P3,
P4) pour la méme dose d’EDTA E(1)

V.2.2.1.2. Distribution des concentrations en sucres solubles de la partie aérienne et
racinaire en fonction des doses de Plomb pour la dose (E2) d’EDTA

Les résultats montrent une différence de la concentration en proline entres les différentes
doses de plomb, mais aussi une différence des concentration en proline entre la partie aérienne et la
partie racinaire, allant de 0.84 mg/g de MVS pour la dose P(1) de plomb a 1.57 mg/g de MVS pour la
dose P(4) dans la partie aérienne, et de 0.56mg/g de MVS pour la dose P(1) a 1.41 mg/g de MVS pour

la dose P(4) au niveau de la partie racinaire. (Figure 44)
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Figure 44 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses de Plomb (P1, P2, P3,
P4) pour la méme dose d’EDTA E(2)

V.2.2.1.3. Distribution des concentrations en Proline de la partie aérienne et racinaire

en fonction des doses de Plomb pour la dose (E3) ’EDTA

Les résultats montrent une différence de la concentration en proline entres les différentes
doses de plomb, mais aussi une différence des concentration en proline entre la partie aérienne et la
partie racinaire, allant de 0.73 mg/g de MVS pour la dose P(1) de plomb a 1.62 mg/g de MVS pour la
dose P(4) dans la partie aérienne, et de 0.53mg/g de MVS pour la dose P(1) a 0.93 mg/g de MVS pour

la dose P(4) au niveau de la partie racinaire. (Figure 45)
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Figure 45 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses de Plomb (P1, P2, P3,
P4) pour la méme dose d’EDTA E(3)
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V.2.2.1.4.Distribution des concentrations en Proline de la partie aérienne et racinaire en

fonction des doses de Plomb pour la dose (E4) d’EDTA

Nous remarquons une nette différence de la concentration en proline entres les différentes
doses de plomb, mais aussi une différence des concentration en proline entre la partie aérienne et la
partie racinaire, allant de 0.85 mg/g de MVS pour la dose P(1) de plomb a 1.47 mg/g de MVS pour la
dose P(4) dans la partie aérienne, et de 0.57mg/g de MVS pour la dose P(1) a 1.33 mg/g de MVS pour

la dose P(4) au niveau de la partie racinaire.(Figure 46)
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Figure 46 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses de Plomb (P1, P2, P3,
P4) pour la méme dose d’EDTA E(4)

V.2.2.2. Facteur « EDTA »

V.2.2.2.1. Distribution des concentrations en Proline de la partie racinaire en fonction
des doses d’EDTA pour la dose (P1) de Plomb

Les résultats ne démontrent que des légeres fluctuations non significatives  des
concentrations en proline entre les doses E(1), E(2), E(3) et E(4) d’EDTA, cependant ils mettent en
¢évidence une différence entre les concentrations au niveau de la partie aérienne et celles au niveau

de la partie racinaire. (Figure 47)
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Figure 47 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses d’EDTA (E1, E2, E3,
E4) pour la méme dose de Plomb P(1)

V.2.2.2.2. Distribution des concentrations en Proline de la partie racinaire en fonction

des doses d’EDTA pour la dose (P2) de Plomb
Les résultats ne démontrent que des légeres fluctuations non significatives  des
concentrations en proline entre les doses E(1), E(2), E(3) et E(4) d’EDTA, cependant ils mettent en
évidence une différence entre les concentrations au niveau de la partie aérienne et celles au niveau

de la partie racinaire. (Figure 48)
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Figure 48 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses d’EDTA (E1, E2, E3,
E4) pour la méme dose de Plomb P(2)
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V.2.2.2.3. Distribution des concentrations en Proline de la partie racinaire en fonction
des doses d’EDTA pour la dose (P3) de Plomb

Les résultats ne démontrent que des Iégeres fluctuations non significatives des concentrations
en proline entre les doses E(1), E(2), E(3) et E(4) d’EDTA, cependant ils mettent en évidence une

différence entre les concentrations au niveau de la partie aérienne et celles au niveau de la partie

racinaire. (Figure 49)
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Figure 49 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses d’EDTA (E1, E2, E3,
E4) pour la méme dose de Plomb P(3)

V.2.2.2.4. Distribution des concentrations en Proline de la partie racinaire en fonction
des doses d’EDTA pour la dose (P4) de Plomb

Les résultats ne démontrent que des 1égeres fluctuations non significatives des concentrations
en proline entre les doses E(1), E(2), E(3) et E(4) d’EDTA, cependant ils mettent en évidence une
différence entre les concentrations au niveau de la partie aérienne et celles au niveau de la partie

racinaire. (Figure 50)
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Figure 50 : Distribution des concentrations en proline en fonction des doses d’EDTA (E1, E2, E3,
E4) pour la méme dose de Plomb P(4)

V.2.2.3. Analyse de variance pour la variable « proline » de la partie aérienne a deux facteurs
« Plomb » et « EDTA »

Cette analyse met en évidence une différence trés hautement significative de la
concentration des proline de la partie aérienne de la plante entre les différentes doses de plomb
utilisées P(1), P’2), P(3), P(4) avec P= 0 au seuil de risque a = 0.05.

Elle nous démontre aussi qu’il n’existe pas de différence significative des concentrations en
proline entre les doses d’EDTA : E(1), E(2), E(3), et E(4) avec P=0.90 au seuil de risque d’erreur
o= 0.05. Ainsi qu’il n’existe pas de différence significative pour le facteur « blocs » P=0.65 ce qui

démontre bien I’homogénéité des répétitions (Tableau 10)

Tableau 10 : Résultats de I’analyse de variance des concentrations en proline de la partie
aérienne pour les deux facteurs « Plomb » et « EDTA »

S.CE DDL C.M. TEST F PROBA
VAR.TOTALE 5.935 63 0.094
VAR.FAlCTEUR 5.056 3 1.685 101.079 0
VAR.F/ECTEUR 0.01 3 0.003 0.191 0.9019
VAR R 0.091 9 0.01 0.605 0.78666
VAR.BLOCS 0.027 3 0.009 0.548 0.65573
VAR.ISEsiDUEL 0.75 45 0017
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V.2.2.3.1.Teste de NEWMAN et KEULS de la variable proline de la partie aérienne pour les
différentes doses de Plomb
La comparaison des moyennes réalisée par le biais du test d¢ NEWMAN et KEULS nous

donne quatre groupes homogenes (Tableaul1).

le Groupe A étant celui qui enregistre la plus grande concentration en proline qui est associ¢ a
la plus importante dose de Plomb P(4), le Groupe B est associ¢ a la dose P(3), le Groupe C est associé
a la dose P(2), et le Groupe D ¢tant le groupe qui enregistre la plus inférieure moyenne des

concentrations en proline est associé a la plus inférieure dose de plomb P(1)

Tableau 11 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS de la variable proline de la partie

aérienne pour les différentes doses de Plomb

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES
4.0 pa 1.569 A

3.0 p3 1.273 B

2.0 p2 1.024 C

1.0 pl 0.816 D

V.2.2.3.2. Etude de la relation entre les concentrations en proline de la partie aérienne et les
differentes doses de Plomb

La corrélation entre les concentrations en proline de la partie aérienne et les différentes doses

de Plomb révele une relation de type linéaire avec un coefficient de corrélation de 0.997.

L’accroissement en proline dans la partie aérienne est fortement li¢é aux doses de Plomb,
autrement dit, plus la dose de plomb est importante et plus la concentration en proline 1’est aussi.

(Figure 51)
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Figure 51 : Corrélation entre les concentrations en proline de la partie aérienne
et les doses de Plomb.

V.2.2.4. Analyse de variance pour la variable « proline » de la partie racinaire a deux facteurs
« Plomb » et « EDTA »

Cette analyse met en évidence une différence hautement significative de la concentration en
proline de la partie racinaire de la plante entre les différentes doses de plomb utilisées P(1), P°2),
P(3), P(4) avec P=0.00 au seuil de risque a = 0.05.

Elle nous démontre aussi qu’il n’existe pas de différence significative des concentrations en
proline entre les doses d’EDTA : E(1), E(2), E(3), et E(4) avec P=0.092 au seuil de risque d’erreur
o= 0.05. Ainsi qu’il n’existe pas de différence significative pour le facteur « blocs » P=0.15 ce qui

démontre bien I’homogénéité des répétitions. (Tableau 12)

Tableau 12 : Résultats de I’analyse de variance des concentrations en proline de la partie racinaire
pour les deux facteurs « Plomb » et « EDTA »

S.CE DDL C.M. TEST F PROBA
VAR.TOTALE 5.511 63 0.087
VAR'FAICTEUR 5.098 3 1.699 292.073 0
VARF AZCTEUR 0.04 3 0.013 2267 0.09233

VAR.INTER 0.08 9 0.009 1.528 0.167

F1*2

VAR.BLOCS 0.032 3 0.011 1.81 0.1574

VAR.RESIDUE
et 0.262 45 0.006
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V.2.2.4.1.Teste de NEWMAN et KEULS de la variable proline de la partie racinaire pour les
différentes doses de Plomb

La comparaison des moyennes réalisée par le biais du test de NEWMAN et KEULS nous
donne quatre groupes homogenes (Tableau 13)
le Groupe A étant celui qui enregistre la plus grande concentration en proline qui est associé a
la plus importante dose de Plomb P(4), le Groupe B est associ¢ a la dose P(3), le Groupe C est associé
a la dose P(2), et le Groupe D étant le groupe qui enregistre la plus inférieure moyenne des

concentrations en proline est associé a la plus inférieure dose de plomb P(1)

Tableau 13 : Résultats du test de NEWMAN et KEULS de la variable « proline » de la partie
racinaire pour les différentes doses de Plomb

F1 LIBELLES | MOYENNES GROUPES HOMOGENES

4.0 p4 1.344 A

3.0 p3 1.059 B

2.0 p2 0.933 C

1.0 pl 0.559 D

V.2.2.4.2. Etude de la relation entre les concentrations en proline de la partie racinaire et les
différentes doses de Plomb
La corrélation entre les concentrations en proline de la partie racinaire et les différentes doses
de Plomb révéle une relation de type linéaire avec un coefficient de corrélation de 0.912
L’accroissement en proline dans la partie aérienne est fortement li¢ aux doses de Plomb, ainsi
dire que plus la dose de plomb est importante et plus la concentration en proline 1’est aussi. (Figure

52)
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Figure 52 : Corrélation entre les concentrations en proline de la partie racinaire
et les doses de Plomb

V.2.3.. Etude du transfert du stress métallique (partie Aérienne/partie Racinaire)

La figure 53 nous renseigne sur la dynamique du stress métallique au niveau de la partie
aérienne et racinaire de la plante a travers les résultats obtenus sur le rapport des concentrations en

sucres soluble (Aérienne / Racinaire) en fonction des doses de Plomb (P1, P2, P3, P4).

Les résultats montrent que la plante accumule les sucres solubles au niveau de la partie
aérienne a la dose de Plomb P1 =2.4 g/kg de sol, cependant ils mettent en évidence une diminution
brusque du rapport de transfert a partir de la dose P2 = 4.8 g/kg de sol, qui s’en suit par une légere
augmentation a la dose P3 = 7.2 g/ kg de sol mais qui diminue jusqu’a la dose de plomb P4 =9.2 g/ kg

de sol
2 -
2.4; 1.46728972
1,5 -
7.2; 1.093567251
——— —

1 4.8; 1.089171975 9.6; 1.063106796
05 - =—=rapport

O T T T T T

Dose de Plomb
0 2 4 6 8 10
g/kg de sol

Figure 53 : Rapport de transfert des sucres solubles (Aérienne/Racinaire) en fonction des doses de
Plomb.
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On a observé la méme stratégie de transfert pour la proline, qui s’accumule a la dose P1 au
niveau de la partie aérienne mais qui est transférée au niveau de la partie racinaire a partir de la dose
P2. (Figure 54).

1,6 1.53

14 1 1.20

1,2 - 1.16
1 4 1.09

0,8 -
0,6 -

=¢—Rapport

0,4 -
0,2 -
Dose de Plomb
0 T T T T T 1 g/kg de sol
0 2 4 6 8 10 12

Figure 54 : Rapport de transfert de la proline (Aérienne / Racinaire) en fonction des doses de plomb

Cette stratégie de transfert des sucres solubles et de la proline entre la partie aérienne et la
partie racinaire du colza met en évidence la dynamique de transfert du stress métallique que subit la
plante, en effet, on note que le stress se localise au niveau de la partie aérienne en présence de petites
doses de Plomb, mais celui-ci est transféré au niveau de la partie racinaire des que les concentrations

en plomb augmentent dans le sol.
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Discussion des résultats :

Les résultats obtenus montrent que la présence du plomb dans le sol affecte directement le

colza en se traduisant par une augmentation de la synthese des sucres solubles et de la proline.

Les analyses effectuées pour ces deux métabolites dans le but de mettre en évidence
I’impact du plomb sur le colza, montrent que celle-ci accumule ces deux composés biochimiques avec
des concentrations qui évoluent simultanément en fonction de la disponibilit¢ du plomb dans le sol.
Cette relation est consolidée par 1’existence d’une corrélation linéaire positive entre les teneurs en
plomb et les concentrations des sucres solubles et la proline tant au niveau aérien et au niveau racinaire

de la plante.

Ces résultats permettraient de mettre les sucres solubles et la proline comme majeur partie
des solutés accumulés par le colza en présence d’un stress métallique, Selon (Deraissac, 1992), le
processus de concentrations des sucres solubles et /ou de la proline dans les tissus foliaires des
végétaux stressés est reconnu comme une caractéristique d’adaptation. Cela permet de mieux

crédibiliser nos résultats.

Les sucres solubles agissent non seulement en tant que métabolites, mais aussi en tant que
signaux capables d’activer des voies de signalisation aboutissant a des modifications d’expression
génétique (Ramel ,2009). La proline est un acide aminé soluble dans 1’eau et 1’alcool et facilement
oxydable par la ninhydrine, elle s’accumule dans la plante lorsque I’équilibre métabolique de celle-ci
perturbé par les conditions défavorables du milieu et peut varier d’une plante a une autre et la teneur de
proline augmente en fonction du temps de 1’exposition et de la concentration des polluants (Levitt,

1980).

Notre analyse de variance a montré qu’il existe une différence significative des
concentrations en sucres solubles et proline en fonction des doses de plomb, ainsi dire, le colza
accumule ces deux métabolites en concomitance et d’'une maniére proportionnelle avec les teneurs en
plomb présentes dans le sol, cela nous permet de mettre 1’accent sur la cohérence de nos résultats avec

les études citées.

La proline permettrait d’éliminer ou de réduire la production d’especes toxiques de
’oxygéne telles que I’oxygéne singulet (‘02) et le radical hydroxyle (OH.), assurant ainsi une
protection des constituants cellulaires (Sharmila et Pardha Saradhi, 2002). Une des stratégies mise en
ceuvre par les plantes pour contrecarrer les effets toxiques des métaux lourds, est constituée par une

accumulation d’acides aminés et plus particuli¢rement de la proline. Une augmentation de ce soluté
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compatible a été observée sous ’effet du cadmium chez le tournesol, la siléne, le haricot et le soja

(Kastori et al., 1992 ; Schat et al., 1997 ; Zhang et al., 2000 ; Balestrasse et al., 2005).

L’exposition aux métaux lourds se traduit souvent par une synthése de métabolites divers
qui s’accumulent a des concentrations de 1’ordre des millimoles, parmi lesquels figurent certains acides
aminés (Costa et Spitz, 1997 ; Sharma et Dietz, 2006 ; Lei et al., 2007), particulierement la proline, des
glucides (Samarakoon et Rauser, 1979 ; Jha et Dubey, 2004) et des polyamines (Taulavuori et al., 2005
; Sharma et Dietz, 2006 ; Groppa et al., 2007a, b ; Groppa et Benavides, 2008).

Les résultats de I’analyse du rapport des sucres soluble et de la proline de la partie aérienne
et racinaire en fonction des concentrations en plomb dans le sol, nous ont révélé que le colza subit un

stress plus important au niveau des racines qu’au niveau de la partie aérienne en présence du plomb.
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Conclusion générale

Les résultats de notre expérimentation ont permis de confirmer 1’effet stressant du plomb sur
le colza, tout en mettant en relief la stratégie d’adaptation de cette plante face a différentes

concentrations de plomb dans le sol.

La réponse biochimique, évaluée a travers le processus d'accumulation de proline et des
sucres solubles du Colza (Brassica napus), a mis en évidence le caractére adaptatif de cette espece qui
exprime sa capacité a synthétiser et accumuler de la proline et des sucres solubles. L’accumulation de

ces composés organiques au niveau des organes est un phénomene lié au stress métallique.

A travers cette réponse biochimique, nous avons mis en évidence la dynamique du stress

métallique dans le colza, et avons démontré que ce stress se ressent davantage dans la partie racinaire.

Ce travail vient consolider les résultats obtenus par HAMROUN et HAMITOUCHE, 2011
; OUADIJER, 2010, faisant office de suite logique.
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