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Résumé

Dans le contexte actuel, I'emploi de macrophytes au sein des systemes de lagunage pour
la phytoépuration représente une approche écologiquement responsable, performante et
économiquement avantageuse dans I'¢limination des éléments traces métalliques (ETMs).
Néanmoins, l'optimisation de ces systémes requiert une sélection rigoureuse des especes végétales
les plus appropriées aux parameétres environnementaux particuliers des marais filtrants.

Dans cette optique, la présente étude vise a examiner les réponses adaptatives de
la macrophyte émergente Phragmites australis dans des eaux contaminées par différentes doses
simples et combinées de cadmium (Cd) et/ou de nickel (Ni) au sein d’un systéme de lagunage
expérimental. Une analyse comportementale des plantes a été réalisée, prenant en compte plusieurs
aspects, comme la germination des graines, la croissance précoce des jeunes pousses, €évaluée a
l'aide de six indices, la multiplication végétative et I'accumulation du Cd et du Ni dans les différents
organes. Des paramétres métaboliques, incluant des marqueurs enzymatiques (CAT, GPOx et GST)
associés au stress, ont ¢galement ét¢ examinés. Une évaluation des perturbations physiologiques,
histologiques et anatomiques a été effectuée en utilisant la coloration au Phloroglucinol (méthode
de Wiesner) ainsi que des observations au microscope ¢lectronique a balayage (MEB).

Les résultats mettent en évidence une série d'adaptations a plusieurs niveaux ; physiologique,
biochimique et anatomique. Il en ressort que toutes les doses testées ont eu un impact négatif sur
le taux et la vitesse de germination, ainsi que sur la croissance précoce des pousses. A 1'exception
des faibles doses de Ni, qui ont produit un effet 1égérement positif, étant donné que le Ni est
bénéfique a faibles doses. Les jeunes pousses issues des graines ont montré une capacité¢ a moduler
leur systéme antioxydant pour neutraliser les especes réactives de I'oxygene (ERO) générées suite a
l'accumulation de Cd et de Ni. Les plantules issues des rhizomes ont démontré également
une remarquable capacité d'adaptation face aux fortes doses testées. Cette plasticité s'est manifestée
par des ajustements au niveau de leur teneur en chlorophylle, en protéines et en lipides, ainsi que
par une modulation de leur systéme antioxydant enzymatique.

Sur le plan anatomique, des modifications structurelles des tissus ont été observées, plus
marquées sous l'exposition au Cd qu'au Ni. Notamment, un épaississement du rhizoderme
accompagné d'une lignification au sein des tissus foliaires et caulinaires a été not¢.

L'efficacité de la phytoépuration a été¢ confirmée €également dans notre marais filtrant, avec

des taux d'abattement significatifs allant de 22 % a 63 % selon la dose et I’ETM appliqué.

Mots clés : Marais filtrant, Phytoépuration, Phragmites australis, Cadmium, Antioxydant.
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Abstract

Given the current situation, using macrophytes within constructed wetland systems for
Phyto-purification offers an environmentally sustainable, high-performance, and economically
viable solution for the elimination of trace metal elements (ETMs). However, optimizing these
systems requires rigorous selection of plant species most suitable for the specific environmental
parameters of constructed wetlands.

In this perspective, the present study aims to examine the adaptive responses of the emergent
macrophyte Phragmites australis in waters contaminated with various single and combined doses
of cadmium (Cd) and/or nickel (Ni) within an experimental constructed wetland. A behavioral
analysis of the plants was conducted, taking into account several aspects, such as seed germination,
early growth of seedlings (evaluated using six indices), vegetative multiplication, and the
accumulation of Cd and Ni in the different organs. Metabolic parameters, including enzymatic stress
markers (CAT, GPOx, and GST), were also examined. An assessment of physiological, histological,
and anatomical disturbances was performed using Phloroglucinol staining (Wiesner method) and
scanning electron microscope (SEM) observations.

The results highlight a series of adaptations at multiple levels: physiological, biochemical, and
anatomical. It was found that all tested doses had a negative impact on germination rate and speed,
as well as on early seedling growth, with the exception of low Ni doses, which produced a slightly
positive effect, given that Ni is beneficial at low doses. Seedlings from seeds demonstrated the
ability to modulate their antioxidant system to neutralize reactive oxygen species (ROS) generated
following the accumulation of Cd and Ni. Seedlings from rhizomes also demonstrated a remarkable
capacity for adaptation to high tested doses. This plasticity was manifested through adjustments in
their chlorophyll, protein, and lipid content, as well as modulation of their enzymatic antioxidant
system.

Anatomically, structural modifications of tissues were observed, more pronounced under Cd
exposure than Ni. Notably, a thickening of the rhizodermis accompanied by lignification within leaf
and stem tissues was noted. The efficiency of phytoremediation was also confirmed in our
constructed wetland, with significant removal rates ranging from 22% to 63%, depending on the

dose and ETM applied.

Keywords: Constructed Wetland, Phyto-purification, Phragmites australis, Cadmium,

Antioxidant.
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Introduction

Introduction

L'augmentation constante des niveaux de pollution dans les différents compartiments
environnementaux est concomitante avec l'essor soutenu des secteurs des transports aériens,
routiers et ferroviaires, les multiples activités industrielles, agricoles et minieres, ainsi que
les rejets d'eaux usées domestiques et industrielles souvent insuffisamment ou non traitées
provenant des nombreuses agglomérations urbaines, contribuent de maniere substantielle a
cette pollution croissante des milieux naturels (Jost-Tse, 2018). Au sein de la panoplie des
composés polluants générés par le secteur industriel, les métaux lourds ou éléments traces
métalliques (ETM) tels que le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le chrome (Cr), le nickel (Ni) et
le plomb (Pb) constituent un sujet de préoccupation environnementale majeur. De par leur
caractere non biodégradable, ces €léments présentent une écotoxicité prononcée a l'égard des
¢cosystemes et des milieux naturels récepteurs (Adriano, 2001).

Dans les écosystémes aquatiques naturels, les concentrations en ETM sont typiquement
faibles, se situant généralement dans les gammes de l'ordre du nanogramme ou du
microgramme par litre. Cependant, ces derni¢res années, la présence des ETMs a des teneurs
supérieures aux charges naturellement rencontrées est devenue une problématique
environnementale de plus en plus préoccupante (Calamari et Naeve, 1994). Une part importante
de ces ETM rejetés dans l'environnement s'accumule dans les différents compartiments des
écosystémes aquatiques marins et d'eaux douces/continentales, a savoir les sédiments des fonds
de cours deau, canaux, lacs, retenues et réservoirs, ainsi que les sédiments des zones
estuariennes et des fonds marins. Les impacts environnementaux, sanitaires et sociétaux induits
par cette contamination sont multiples et d'ordres divers (Abrahams, 2002; Adriano, 2001;
Barka, 2012). L'introduction de ces ETMs dans les écosystémes aquatiques peut résulter de
rejets directs dans les masses d'eau marines et continentales, mais également de voies d'entrées
indirectes telles que les lixiviats et ruissellements a partir de décharges solides et liquides, le
lessivage et le ruissellement des sols agricoles, ainsi que les retombées atmos phériques issues
de sources aériennes (Calamari et Naeve, 1994; Lévéque, 1996).

La pollution par les ETMs pose donc des risques avérés pour la santé humaine, avec des
effets néfastes clairement établis sur les systémes nerveux, rénal et pulmonaire, ainsi que sur
les tissus osseux. Les conséquences environnementales sont également considérables. Des
concentrations élevées en ETMs entrainent une diminution de la biodiversité, de la densité et
de l'activité des communautés végétales et animales, ainsi qu'une dégradation de la fertilité des
sols (Grison et al.,2015). La compréhension scientifique des modalités, mécanismes et impacts

de la pollution de la biosphére, non seulement sur les organismes vivants individuels mais aussi
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Introduction

sur le fonctionnement intégré des systémes écologiques, représente un prérequis indispensable

pour assurer la préservation de la qualité et de la pérennité des habitats terrestres et aquatiques
(Ramade, 2007). II est donc impératif a l'heure actuelle non seulement d'approfondir
les connaissances sur les effets de ces polluants sur les organismes vivants, mais également de
développer et mettre en ceuvre des solutions durables visant a limiter les risques qui leur sont
associés (Remon, 20006).

Les végétaux supérieurs, ainsi que les organismes associés a leurs systémes racinaires
(bactéries, champignons) constituant la rhizospheére, présentent des capacités trés diversifiées
et des potentialités considérables en termes d'accumulation, de tolérance et, dans certains cas,
de métabolisation d'un large éventail de molécules polluantes (Vavasseur et al., 2009).
Ces derniéres années, un intérét considérable a ét¢ porté sur les capacités de certaines plantes a
tolérer voire accumuler des ETMs. Cette propriété remarquable a permis I'émergence de
nouvelles voies de recherche dédiées au traitement des sols et des eaux contaminés, dont
l'objectif final est la mise en ceuvre de techniques de phytoremédiation et de phytoépuration
(Raskin et al., 1994; Salt et al., 1995). L'étude des plantes résistantes, de par leurs capacités de
détoxication, d'immobilisation ou d'absorption des ETMs, pourrait donc constituer un outil
prometteur. D'une part, elle permettrait d'évaluer les risques de transfert potentiel de ces
contaminants métalliques au sein des écosystémes. D'autre part, elle ouvrirait des perspectives
intéressantes pour le développement de techniques de réhabilitation des milieux pollués
exploitant ces propriétés végétales (Martin et al., 1996).

Depuis des années, un intérét considérable a été porté aux techniques de phytoépuration
et a l'utilisation de macrophytes pour la dépollution des eaux contaminées par les ETMs
(Meagher, 2000). Aujourd'hui, la phytoépuration utilisant des macrophytes aquatiques s'est
imposée comme une méthode écologique, efficace et rentable pour ¢liminer les ETMs et autres
polluants des eaux (Al ef al., 2020; Anand et al., 2019). Plusieurs macrophytes ont démontré
une grande capacité a accumuler et éliminer des contaminants comme le zinc (Zn), I'arsenic
(As), le cuivre (Cu), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le nickel (Ni), le plomb (Pb) et le mercure
(Hg) (Saha et al, 2022). Les macrophytes sont devenus des outils trés efficaces pour
la phytoépuration grace a leurs nombreuses propriétés génétiques, biochimiques et
physiologiques. Ces caractéristiques leur conférent une remarquable tolérance vis-a-vis de
la présence des ETMs (Meagher, 2000). En raison de leurs propriétés de traitement,
les macrophytes sont utilisés dans des systémes d'épuration qui imitent les fonctions
¢cologiques des marais naturels. Ce systéme est appelé le "lagunage a macrophytes", il peut

¢galement étre désigné par d'autres termes équivalents comme "filtres plantés a macrophytes",
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"lits de macrophytes", "zones humides artificielles", "marais filtrants", "marais construits" ou
encore "constructed Wetland" en anglais (Stefanakis, 2016; Stefanakis ef al., 2014).

Un marais filtrant est composé d'un ou plusieurs bassins, qui peuvent contenir ou non
un substrat poreux. Ce substrat peut étre du gravier, du sable ou d'autres matériaux granulaires
comme de la zéolithe ou de la pouzzolane. Ces bassins accueillent différents types de
macrophytes : émergents (hélophytes), submergés et/ou flottants (hydrophytes). Le marais
filtrant est également doté d'un systéme d'alimentation en eaux usées et d'un systeme
d'évacuation de l'eau une fois traitée (Bruch et al, 2011; Selvaraj et Velvizhi, 2021).
L'efficacité de 1'épuration des eaux contaminées par un marais filtrant dépend de plusieurs
facteurs clés : la conception et le type du marais filtrant, les conditions environnementales du
systeme (climat, température, hydrologie, etc.), la composition de I'eau contaminée notamment
la nature et la concentration des ETMs, la spéciation et la phytodisponibilit¢ des ETM, ainsi
que la capacité d'adaptation et de tolérance des macrophytes utilisés dans le traitement.
Pour assurer une phytoépuration réussie dans les systémes de marais filtrants, la sélection
d'especes végétales adaptées aux conditions locales est cruciale (Guittonny-Philippe et al.,
2014). Le choix des macrophytes a implanter est un ¢élément essentiel pour garantir l'efficacité
du traitement. Chaque espece possede des capacités spécifiques a tolérer et accumuler certains
types de polluants, ce qui influence directement la performance du syst¢éme de phytoépuration
(Guittonny-Philippe ef al., 2015; Kochi et al., 2020).

Dans les systemes de lagunage ou de marais filtrants, il est essentiel de sélectionner
les espéces végétales les plus adaptées aux conditions environnementales imposées, ce qui
nécessite une connaissance approfondie des mécanismes que les plantes utilisent dans
le processus de dépollution des ETMs. 1l est également crucial de comprendre les mécanismes
que les plantes mettent en ceuvre pour neutraliser les ETMs et atténuer leurs effets nocifs au
niveau cellulaire. En outre, il convient de prendre en compte les parameétres qui influencent
la performance des plantes, tels que les propriétés physico-chimiques des eaux contaminées et
les conditions climatiques.

Dans ce contexte, la présente étude a pour objectif d’évaluer la capacité phytoépuratoire
de la macrophyte émergente Phragmites australis dans des eaux contaminées par différentes
doses simples et combinées de cadmium (Cd) et/ou de nickel (Ni) au sein d’un systéme de
lagunage expérimental. Une analyse comportementale des plantes a été réalisée, prenant en
compte plusieurs aspects, tels que la germination des graines, le débourrement des nceuds, et
la formation de nouvelles plantules. Des parameétres métaboliques, incluant des marqueurs

enzymatiques li€s au stress, ont été examinés. Une évaluation approfondie des perturbations
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physiologiques et histologiques a également été effectuée afin de déterminer les mécanismes

d'adaptation et les réponses de Phragmites australis face a 'augmentation des concentrations
en Cd et/ou Ni.
Le manuscrit est organisé¢ en deux parties principales, traitant successivement les points

suivants :

+» Partie 1 : Synthése bibliographique

e Chapitre I : Ce premier chapitre vise a faire une synthése des connaissances existantes sur
les ressources en eau non conventionnelles, en mettant l'accent sur l'utilisation du lagunage
a macrophytes et des marais filtrants dans le traitement des eaux usées.

e Chapitre II : Ce chapitre examine en profondeur les aspects écotoxicologiques associés a
l'utilisation des macrophytes dans les syst¢tmes de phytoépuration. Il s'intéresse a
la phytodisponibilité, a la spéciation et a la phytotoxicité du Cd et du Ni, ainsi qu'aux
mécanismes de tolérance et de détoxification adoptés par les plantes.

+» Partie 2 : Expérimentations et discussions des résultats

e ChapiyreI : Dans ce chapitre, nous analysons les effets du Cd et/ou Ni sur la germination
des grains de P. australis , la croissance précoce des plantules, et la réponse enzymatique
antioxydante. Cela permet d’évalue le potentiel de cette espéce a se propager et a se
régénérer par reproduction sexuée dans les marais filtrants.

e Chapitre II : Ce deuxieéme chapitre se concentre sur le comportement et la capacité de
P. australis a se régénérer de manic¢re végétative dans un systéme expérimental de
lagunage a macrophytes ; en analysant les effets du Cd et/oudu Ni sur le débourrement des
nceuds des rhizomes et la néoformation de jeunes plants, ainsi que la capacité du systeme
épuratoire.

e Chapitre III : Ce chapitre se concentre sur les réponses métaboliques et enzymatiques de
P. australis exposé au Cd et/ou au Ni. Nous mettons en lumiére les résultats obtenus,
notamment 1'accumulation de Cd et de Ni dans les organes de P. australis , ainsi que
les teneurs en chlorophylle, en protéines et en lipides. L'activité enzymatique est également
détaillée, avec un accent particulier sur les variations observées entre les trois organes.

e Chapitre IV : Dans ce chapitre, nous avons réalisé des coupes histologiques pour analyser
les modifications structurelles et ultrastructurales potentielles dans les organes de
P. australis (feuille, tige et racine) sous l'influence de diverses doses de Cd et/ou de Ni.

En identifiant les altérations spécifiques au sein des tissus, nous pourrons examiner
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les mécanismes de défense déployés par P. australis face aux différentes doses, qu'elles

soient appliquées individuellement ou en combinaison.
¢ Enfin, une conclusion qui résumera les points clés de 1'étude et proposera des pistes de

recherche futures.
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Chapitre I : Phytoépuration et lagunage

1 Les ressources en eau non conventionnelles

Au cours de la derni¢re décennie le risque de pénurie d'eau est devenu une préoccupation
mondiale majeure. La croissance démographique, associée a la pollution et a des dispositifs de
gouvernance inadéquats ont contribuent a l'épuisement des ressources en eau, et la situation
pourrait se détériorer davantage si aucune mesure n'est prise dans les années a venir (Bouchama,
2022). I est bien reconnu que la répartition de 1'eau dans la planéte est extrémement inégale.
De toute I'eau qui existe sur notre plancte 97,2% est constituée d'eau salée inutilisable pour
I'homme ; sur les 2.8 % restants, 2,1 % sont sous forme de glace et calottes glaciaires; 0,6 %
sous forme souterraine; 0,1 % est dans l'atmosphére et seulement moins de 0,1 % est disponible
dans les rivieres, lacs et marécages (Baechler, 2012). Selon I'Organisation des Nations Unies
pour l'alimentation et 1'agriculture (FAO), les prélévements annuel d'eau conventionnelle (eau
des nappe souterraine, eau superficielle, barrage, lac...etc.) a I'échelle mondiale est estim¢ a
environ 4250 km?, I'agriculture est le secteur le plus consommateur d'eau, représentant 71,7 %
de la consommation mondiale totale (FAO, 2021). Avec l'augmentation de la population et un
développement économique excessif, le déséquilibre entre l'offre et la demande en eau s'est
¢largi et est devenu l'un des principaux obstacles au développement durable (Karimidastenaei
etal.,2022;J. Li et al., 2022).

Face aux défis du déréglement climatique, de la pollution et de I’insuffisance des
ressources conventionnelles, le recours aux eaux non-conventionnelles peuvent constituer une
ressource alternative pour satisfaire les demandes croissantes en eau (Souak, 2008).
L’exploitation des eaux issues du traitement des eaux usées et du dessalement des eaux de mer
ou saumatre peut réduire les pressions exercées sur les ressources en eau conventionnelles et

contribuer aussi a lutte contre la détérioration de la qualité de I'eau (Al-Haddad et al., 2015).
1.1 Dessalement de I’eau de mer et saumétre

Face a I'augmentation de la demande en eau et a la diminution de l'approvisionnement en
eau douce, trouver des sources d'eau alternatives est devenu plus qu'une nécessité. Aucours des
derniéres années, le dessalement de I'eau est en train de devenir une solution clé pour répondre
aux besoins croissants en eau, en particulier dans les pays en situation de stress hydrique (Darre
et Toor, 2018). L'ancienne idée de dessaler de I'eau est née du besoin en eau potable. Cependant,
c'est seulement récemment que cette technologie a atteint un stade industriel (Salomon, 2012).

L'eau dessalée est produite soit a partir d'eau saumatre, dont la teneur en sel est inférieure a
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10 g/l ,ou de l'eau de mer qui a généralement une salinité comprise entre 30 a 44 g/l (Debele

Negewo et Ward, 2019). Globalement les méthodes de dessalement des eaux sont classées en
deux catégories :

-Les procédés thermiques qui font intervenir un changement de phase, cette catégorie
comprenant les diverses méthodes de distillation (¢ vaporation) et de séparation par le froid
(congélation) (Desjardins, 1997). En général, les procédés thermiques sont des méthodes
efficaces, ils ne nécessitent pas d'additifs chimiques et de maintenance majeure mais ils
nécessitent des colts initiaux élevés et une consommation d'énergie importante (Debele
Negewo et Ward, 2019).

- Les procédés membranaires, cette catégorie comprenant : L’osmose inverse (ou reverse
osmosis : RO), la nanofiltration (NF) et I’¢lectrodialyse (ED). RO et NF utilisent une membrane
semi-perméable pour éliminer les ions, par ’application d’une pression hydraulique pour forcer
l'eau a circuler a travers la membrane. Cependant le procédé de I’électrodialyse applique un
champ électrique pour la séparation du sel (Beltran et Koo-Oshima, 2006; Debele Negewo et
Ward, 2019). A I’échelle mondiale, on compte environ 16 000 usines de dessalement, qui
produisent autour de 100 millions m*/jour. Le cofit de cette technique a toujours été le principal
obstacle limitant son application, on estime que les grandes usines de dessalement peuvent
produire de I’eau a un colt compris entre 0,5 et 2 USD/m® (FAO, 2020). Malgré que
le dessalement par les procédés thermiques et membranaires ont devenus beaucoup plus
efficients et rentables en raison d’une baisse des cofits et de 1’énergie consommée, 1’installation
d’usines de dessalement nécessite toujours des investissements conséquents (Debele Negewo
et Ward, 2019). Outre les colts énergétiques et de maintenance, la gestion et I'¢limination de
la saumure (principal déchet) est une autre préoccupation commune pour tous les usines de
dessalement (Xu et al., 2013). Le traitement de la saumure peut étre effectué soit par une
deuxiéme phase de dessalement ou par I'élimination en la rejetant dans les eaux de surface, si
la saumure répond aux normes réglementaires. Selon Omerspahic et al. (2022), la méthode
la plus courante pour se débarrasser de la saumure est de la rejeter directement dans la mer ou
l'océan a 1’aide d’une conduite. Cette pratique entraine une pollution marine considérable qui
affecte gravement les écosystémes marins. La salinité élevée de la saumure peut entrainer des
perturbations graves dans les écosystémes marins, en particulier pour les organismes
benthiques, ce qui peut a son tour entrainer une réduction du nombre de bactéries benthiques,
de phytoplancton, d'invertébrés et de communautés de poissons (Frank et al., 2017). Les eaux

de la saumure peuvent aussi contenir des métaux lourds tels que le cuivre (Cu), le fer (Fe),
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le nickel (Ni), le chrome (Cr) et le molybdéne (Mo). Il est donc important de surveiller la qualité

de I'eau autour des usines de dessalement (Alshahri, 2017).
1.2 Traitement des eaux usées

Le traitement des eaux usées est le processus d'amélioration de la qualité des effluents
liquides qui peuvent étre réutilisés ou rejetés dans le milieu naturel avec un minimum de risques
sanitaires et d'impact sur l'environnement (Nizamuddin ez al., 2019). Le traitement des eaux
usées est le moyen par lequel I'eau qui a été utilisée et/ou contaminée par I'homme ou la nature
est restaurée a une qualité souhaitable. Le traitement peut étre chimique, biologique ou physique
ou en une combinaison de ces méthodes. Les eaux usées peuvent Etre traitées a n'importe quel
niveau de qualité souhaité, que ce soit pour le rejeter dans le milieu naturel, I'alimentation en
eau potable ou l'irrigation (Englande et al., 2015). L'eau usée traitée est généralement réutilisée
a des fins non potables, telles que l'agriculture, la recharge des aquiféres, 1’irrigation urbaine
d’espaces verts, la lutte contre les incendies et les activités de construction. Elle peut également
étre utilisée pour le refroidissement dans les centrales thermiques (Angelakis et Snyder, 2015;
Yang et al.,2017).

L'utilisation d'eau recyclée pour I’alimentation en eau potable est moins commun, mais
certains pays comme Singapour, I'Australie, et les Etats-Unis d'Amérique boivent déja de I'eau
recyclée, ce qui montre que les eaux usées épurées peuvent étre stires si elles sont purifiées avec
des procédés appropriés (Ananda, 2019; Barbier, 2009; Guo et al., 2014; Lee et Tan, 2016).
Le choix du procédé de traitement des eaux usées est influencé par plusieurs parameétres, tels
que la nature des eaux usées, l'objectif de leur réutilisation, les moyens financiers et techniques
disponibles et les normes ou les standards de qualités requises (Cunha et al., 2021; Kesari et

al., 2021).
1.2.1 Station d’épuration des eaux usées

Une station d’épuration ou de traitement des eaux usées est une installation dans laquelle
une combinaison de divers processus sont utilisées pour épurer les eaux usées (domestiques,
agricoles ou industrielles) avant de les rejeter dans le milieu naturel ou de les réutiliser (Hreiz
et al.,2015). Des processus mécaniques, physiques, chimiques et biologiques sont utilisés pour
enlever les solides, les matieres en suspensions (MES), la matiére organique, et éventuellement
des nutriments (Anjum ef al., 2016; Sharma et Bhatti, 2022).

Plusieurs étapes sont impliquées dans le processus d'épuration des eaux usées :
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- Les prétraitements (mécanique) : qui comprends le dégrillage, dessablage, déshuilage-
dégraissage.

- Traitement primaire (physico-chimique) : qui comprends la décantation, la coagulation, et
la floculation. Pour séparer les matiéres en suspension et les colloides dans 1'eau, on utilise
un procédé de séparation solide/liquide basé sur la gravité. Cela implique I'ajout d'un agent de
coagulation tel que le sulfate d'aluminium Al2(SO4)3 ou le chlorure d'aluminium (AICl3) pour
agglomérer les partticules, suivi de l'ajout d'un agent de floculation comme le sulfate ferrique
Fex(SO4); pour former de plus gros agrégats (flocs) qui peuvent étre séparés plus facilement de

l'eau par décantation (Teh ef al., 2016).

-Traitement secondaire (biologique): implique l'utilisation de micro-organismes,
principalement des bactéries aérobies (bactéries nitrifiantes, dénitrifiantes) et anaérobies
(bactéries hydrolytiques, acétogénes et méthanogenes), pour éliminer la matiére organique
colloidale et/ou soluble restante apres le traitement primaire (Liu et al., 2019). L'utilisation peu
fréquente de traitements anaérobies dans le traitement des eaux usées s'explique principalement
par la sensibilité des processus de traitements, qui requicrent des conditions de fonctionnement
tres précises (pH, température, oxygene dissous, et la concentration de nutriments) ainsi que
par leur lenteur due aux vitesses métaboliques plus faibles des micro-organismes impliqués
(Cremiato et al., 2018). Le procédé de traitement aérobie qui est le plus répandu, consiste a
injecter de l'air dans des bassins d'aération pour favoriser la croissance des micro-organismes.
Ce procédé regroupe plusieurs méthodes telles que le traitement par boues activées, les lits
bactériens, les disques biologiques, la biofiltration (a l'aide d'un support granulaire pour

les bactéries), le lagunage aéré et le lagunage naturel (Choubert ef al., 2012; Zhou et al., 2022).

- Traitement Tertiaire (complémentaires) : Le traitement tertiaire de l'eau est la derniére
¢tape du processus d'épuration des eaux usées, comprennent la filtration sur charbon actif, la
désinfection par rayonnement ultraviolet, I'¢lectrodialyse, l'osmose inverse, la filtration
membranaire, 1’ozonation et la chloration (Pérez et al., 2011). Ces méthodes éliminent les
contaminants restants tels que les nutriments (azote, phosphore), les produits pharmaceutiques,
les métaux lourds, les virus, les bactéries et les parasites. L'élimination de ces substances
nocives rend l'eau traitée sire pour étre réutilisée, recyclée ou rejetée dans l'environnement
(Hejna et al.,2022). Le traitement tertiaire peut étre nécessaire dans certaines situations, comme
lorsque les eaux usées sont rejetées dans des milieux récepteurs sensibles, tels que des lacs ou
des rivieres, ou lorsqu'elles sont utilisées pour l'irrigation ou larecharge des nappes phréatiques

(Zhang, 2020).
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1.2.2 Le lagunage

Le lagunage ou marais artificiel est un procédé de traitement biologique extensive des
eaux usées par voie naturelle, qui utilise des bassins peu profonds (une succession de 3 a 5
bassins), appelés "lagunes". Les lagunes sont des masses d'eau ou des bassins ressemblant a des
étangs congus a l'air libre pour recevoir, retenir et traiter les eaux usées pendant une période de
temps prédéterminée (Steinmann et al., 2003). Le lagunage est considéré comme une méthode
de traitement des eaux usées a part entiére, mais utilisée aussi comme traitement primaire,
secondaire ou comme traittment complémentaire pour les filicres a boues activées (Aleya et
al., 2007; Boutin et al., 2018). Le lagunage est couramment utilisé pour traiter de nombreux
types d’eaux usées, telles que les eaux usées domestiques, les eaux de ruissellement urbaines et
agricoles, les effluents industriels et miniers. Le procédé de traitement peut combiner I'action
de microorganismes, d'algues et de plantes aquatiques (Niaounakis et Halvadakis, 2006).
Les lagunes sont classées en fonction de :
-Leur régime : aérobie, anaérobie ou aéro-anaérobie
-Leur place dans la filiere d'épuration: primaires (recevant des eaux brutes), secondaires
(recevant des eaux pré-décantées) et de maturation destinées a réduire les pathogenes (Edeline,
1993).
- Leur type de végétation : Lagunes a microphytes ou macrophytes ou mixte
Il est possible de combiner ou d'utiliser individuellement les différents types de lagunes apres

un prétraitement (Shammas ez al., 2009).

-Lagune anaérobie: Ce type de lagunes sont assez profonds (supérieure a 2,5 m), utilise des
bactéries anaérobies pour dégrader les matiéres organiques et l'abattement de la charge

polluante carbonée (Gabert ef al., 2010).

-Lagune facultative : Sont des bassins peu profonds (profondeur comprise entre 1,2 a 2,4 m)
qui permettent la dégradation des matiéres organiques par des bactéries aérobies dans les zones
proches de la surface ou les algues produisent de 'oxygene, et par des bactéries anaérobies dans
les zones plus profondes ou I'oxygene est épuisé. C’est le siége de 1'abattement de I'azote et du

phosphore (Edeline, 1993; Gabert et al., 2010)

-Lagune aérobie ou de maturation : Leur profondeur est le plus souvent assez faible et
inférieure a 1,5 m. Ces lagunes sont caractérisées par une forte activité biologique d’algues et
de bactéries aérobies. L.’aération des lagunes est naturelle par le brassage du vent a la surface

de l'eau. Puisque les lagunes aérobies favorisent le développement des microalgues, elles

10



Synthése bibliographique

peuvent étre considérées comme appartenant aux lagunes a microphytes. Employées pour

I’abattement des pathogenes et les germes, utilisées souvent comme une étape de traitement

primaire ou secondaire (Edeline, 1993; Gabert ef al., 2010).

-Lagune a microphyte : Les lagunes a microphytes ont une profondeur d'environ 1 meétre, on
y trouve des bactéries et des algues microscopiques (telles que les Cyanobactéries,
les Chlorophycées, les Euglénophycées et les Diatomées). Le processus de dépollution est
similaire a celui des lagunes aérobies, cependant, les lagunes a microphytes nécessitent
généralement un temps de rétention plus long. Ce type de lagune est plus adapté pour des eaux
chargées en ¢léments pathogeénes (Racault et al, 1997). La minéralisation de la matiére
organique solubilisée en suspension est assurée par les bactéries, qui la décomposent en eau,
gaz carbonique, nitrates et phosphates. Ces composés sont ensuite utilisés par les algues, qui
produisent de I'oxygene via la photosynthése, fournissant ainsi un environnement oxygéné pour

la prolifération des bactéries (Amin et al., 2013).

-Lagune aéré ou a haut rendement : Leur profondeur est plus faible que celui des lagunes
anaérobies, facultatives et aérobies (profondeur de 0,3 a 0,6 m). Contrairement au lagunage
aérobie, le lagunage aéré utilise des systémes mécaniques pour fournir de l'oxygéne aux
bactéries pour accélérer le processus de traitement. Un aérateur artificiel et un brassage sont
utilisés pour faciliter le transfert de 1'oxygeéne dans I’eau. En fonction de leur niveau
d'oxygénation et de brassage les lagunes aérées peuvent en outre étre classées comme lagunes

aérobies ou aéro-anaérobies (Edeline, 1993; Gabert ef al., 2010; Shammas et al., 2009).

N
1

Fig. 01 : Station d’épuration des eaux usées par lagunage aéré El Guerrara, Ghardaia, Algérie

(Amenhyd, 2012).
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-Lagune a macrophyte : Le lagunage a macrophytes peut étre également appelé filtres plantés

a macrophytes, lits de macrophytes, zones humides artificielles, marais filtrants, marais
construits ou encore en anglais « constructed wetlands ».Le lagunage a macrophytes utilise des
bassins plantés par des macrophytes qui peuvent étre émergents, submergés ou flottants pour
phytoépurer les eaux polluées (Stefanakis et al., 2014). La profondeur des lagunes varie
généralement entre 0,5 et 3 metres. Le choix de la profondeur est influencé par de nombreux
facteurs tels que la taille de la lagune, le type et la densité des macrophytes, la qualité de 1'eau
et les conditions environnementales (Piepho, 2017). Le lagunage a macrophytes peut étre utilisé
pour un traitement primaire, secondaire ou tertiaire des eaux usées (urbaines, domestiques,

pluviales, agricoles ou industrielles) (Gabert ef al., 2010).

Energie solaire

Entrée des
eaux usées

Mlcrophages Microphytes Macrophytes

R

Producteurs

> Eaux
Traitées

Décomposeur
(Champignon, Consommateurs JCarnivoresf= Herbivores

Mr i Végétaux
Bactérie) animaux /' g
Détritiphages ]
2 . 9
Sels minéraux solubles A
= Matiéres organiques solubles
A A Détritus b

Fig. 02 : Représentation schématique des principaux cycles biologiques dans la lagune, d’apres

Cemagref in Maton and Le comte (1996).

2  Les macrophytes émergents utilisée dans un system de lagunage

Depuis quelques années un grand intérét a été porté a la phytoépuration et aux techniques
utilisant des macrophytes émergents pour dépolluer les eaux contaminées par les ETMs.
Les macrophytes émergents ou les hélophytes sont des outils efficaces pour la phytoépuration
en raison de leurs nombreuses propriétés génétiques, biochimiques et physiologiques qui leur
permettent de tolérer la présence de métaux lourds (Meagher, 2000). Avec une efficacité
variable, plusieurs macrophytes émergents, tels que Cyperus riparia (Ladislas et al., 2013),
Phragmites australis (Chandra et Yadav, 2011), Myriophyllum spicatum (Wang et al., 1996)
Limnocharis flava et Typha latifolia (Anning et al., 2013) ont été utilisés dans des systémes de

lagunage pour I'€puration des eaux contaminées par des ETMs, tels que le Plomb (Pb),
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le Mercure (Hg), le Cadmium (Cd), le Nickel (Ni), le Cuivre (Cu) et le Chrome (Cr). L'efficacité

de phytoépuration de ces especes dépend de plusieurs facteurs, tels que le type et
la concentration des ETMs, la durée d'exposition, les paramétres physico-chimiques de 1'eau
polluée, ainsi que le type du marais filtrant utilisé (Olguin et Sdnchez-Galvan, 2011).

Le roseau commun ou Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud (Fig. 03), est la plante
émergente la plus utilisée dans les systémes de lagunage a macrophyte. Selon Wang et al.
(2022), les especes du genre Phragmites sp représentent 15,5 % du total des plantes utilisées
dans les marais filtrants au cours des deux derniéres décennies. Plusieurs caractéristiques
rendent P. australis préférable a d'autres macrophytes émergents pour une utilisation dans
un marais filtrant (Vymazal, 2013; Vymazal et Bfezinova, 2016). Le roseau commun posséde
une capacité de croissance vigoureuse et rapide, ainsi qu’un large intervalle de tolérance aux
conditions environnementales et climatiques, la salinité, le pH et la température et les ETMs
(Bouchama er al, 2016; Chandra et Yadav, 2011; Vymazal, 2013). Avec ces propri¢tés
physiologiques et morphologiques, il est également capable de s’acclimater a différents types
de substrat et de conditions hydrologiques (Wang et al., 2022). P. australis estune graminée
pérenne qui forme des colonies denses de plus de 300 tiges/m? (Fig. 03) (Mal et Narine, 2004).
Les tiges sont non ligneuses, mesurant de 1 a 6 meétres de long et de 0,4 a 1 cm de diamétre
(Fig. 04). Elles sont produites au printemps et meurent a la fin de I'automne. La plante possede
des rhizomes souterrains ou subaquatique et d'autres aériens appelés stolons, qui se trouvent
soit sur le sol, soit a la surface de l'eau (Gaussen et al., 1982; Mal et Narine, 2004).
L'inflorescence de P. australis est violacée-argentée, mesurant de 10 a 30 cm produit
énormément de graines monocotylédones (Fig. 05). Elle est hermaphrodite, anémogame et
anémochore. Les graines sont brunes-marron, minces et délicates, mesurant environ 2,5 cm de
long (avec les glumes). Elles sont trés 1égeres, pesant seulement 0,1 mg, et disposent de peu de
réserves nutritives (Brisson, 2014; Raynal-Roques, 1994). Sous de bonnes conditions,
la floraison se produit généralement au cours de la premiere ou de la deuxieme année, entre
aolt et septembre (Maheu-Giroux et de Blois, 2007).

Le roseau commun se propage latéralement par multiplication végétative grace aux
stolons et aux rhizomes. Cependant, sa propagation vers de nouvelles zones se fait
principalement par le biais des graines (Albert ef al., 2015). Le roseau commun peut pousser
dans différents types de sols ou substrats inondés, tant qu’ils ne sont pas trop acides (pH entre
6,5 et 7,2) ou trop ombraggés, car cette espece est héliophile. La croissance est optimale dans les
substrats riches en nutriments et constamment inondés par 0,5 -1,5 m ,composés d’alluvions

argileuses ou sablo-argileuses Iégérement acides a basiques (Mens, 1986; Rameau et al., 1993).

13



Synthése bibliographique

Selon la classification proposée par Quézel et al. (1962)
Reégne : végétale

Embranchement : Spermaphytes.

Sous/ emb : Angiospermes.

Classe : Monocotylédones.

Ordre : Graminales.

Famille : Graminées.

Genre : Phragmites.

Espéce : Phragmites australis.

i ‘\__.\

B ‘ ‘ y. :
Fig. 04 : Tige de P. australis Fig. 05 : Grains de P. australis
(Marnotte et Carrara, 2006). (Université Ohio, 2009).

14



Chapitre I Synthese bibliographique

3 Phytoépuration par lagunage a macrophytes

Le lagunage a macrophytes ou les marais filtrants sont des systémes artificiels qui imitent

les fonctions écologiques des marais naturels. Un marais filtrant est constitué d’un ou plusieurs
bassins, avec ou sans substrat (milieu poreux: gravier, sable ou d’autres matériaux
granulaires comme le zéolithe, pouzzolane etc.), avec des macrophytes émergents (hélophytes),
submergés et/ou flottants (hydrophytes) (Fig. 06), un systtme d’apport d’eaux usées et
un systeme d’évacuation de I’eau traitée (Bruch ef al., 2011; Selvaraj et Velvizhi, 2021).
Les marais filtrants offre la possibilit¢ d’éliminer divers types de polluants comme
les hydrocarbures, les métaux lourds, les résidus pharmaceutiques et les microorganismes
pathogeénes (Das et Goel, 2019). Plusieurs processus peuvent contribuer a 1'¢limination des
polluants, notamment la filtration physique de l'eau usées, le traitement biologique par
les plantes et les biofilms microbiens, ainsi que les changements chimiques dus a I'état de
réduction-oxydation (Faulwetter et al., 2009). Le systéme racinaire des macrophytes joue
un role crucial dans le fonctionnement des marais filtrants, car il favorise la croissance de
microorganismes et contribue a I'oxygénation du milieu. Ces plantes aquatiques ont la capacité
de séquestrer les ETMs et de favoriser la dégradation biologique des polluants d'origine
organique par le biais de plusieurs processus comme la phytoextraction (phytoaccumulation),
la rhizostabilisation, la rhizofiltration et la rhizodégradation (Dhir, 2013).

L’utilisation de plusieurs especes végétales dans un systeme de lagunage a macrophytes
peut améliorer I'efficacité de I’¢limination des métaux lourds. Une approche basée sur
la communauté végétale offre la possibilité d'améliorer I'élimination de plusieurs types de
contaminants (Tirker et al., 2016). L’utilisation de communautés végétales peut étre plus
efficace que les monocultures, car elle offre une diversité plus importante de plantes ayant des
propriétés différentes. Cependant, il est primordial de comprendre les interactions
interspécifiques dans un systéme de lagunage a macrophytes (Engelhardt et Ritchie, 2001).
L’effet de la compétition entre les espéces dans un systéme de lagunage peut avoir un impact
sur la composition de la communauté végétale et donc sur la capacité d'épuration des eaux

polluées (Du et al., 2017).
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Fig. 06 : Classification des macrophytes. (/) Flottant libre, (2) Enraciné submergé,(3) Immergé
libre, (4) Emergent, (5) Submergé avec des feuilles flottantes, (6) Amphiphytes (Kochi et al.,
2020).

4 Types de marais filtrants

Les marais filtrants sont composés d'un ou de plusieurs bassins disposés en série. Il existe
différents types de marais filtrants selon le mode d'écoulement de 1’eau, la végétation et
le substrat utilisé. Les systtmes de lagunage a macrophytes sont classés en trois types

principaux :

-Marais filtrant a écoulement surfacique (MFES) (Fig. 07);

-Marais filtrant a écoulement subsurfacique (MFESS) : a écoulement horizontal (Fig. 08) ou
vertical (Fig. 09) ;

- Marais filtrant flottant (MFF) (Fig. 10);

-Systéme de marais filtrant hybrides (SMFH) (Fig. 11).

4.1 Marais filtrant a écoulement surfacique

Dans les marais filtrants a écoulement de surface (MFES), aussi appelée écoulements a
surface libre (Free Water Surface constructed Wetland : FWS Cw), 1’eau usée circule en surface
a travers la végétation au-dessus ou au niveau du substrat, la surface de 1'eau est généralement
exposée a l'air libre, la couche proche de la surface est aérobie tandis que les eaux plus
profondes et le substrat sont généralement anaérobies (Gikas et al., 2021). Dans ce type de
lagunage, les bassins sont peu profonds, qui peut varier entre 15 et 45 cm. Le flux des eaux a

traiter suit une direction horizontale, allant de 1'entrée vers la sortie du bassin. Le design du
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marais filtrant & écoulement surfacique doit inclure une faible pente pour assurer que l'eau

s'écoule par gravitation lentement et uniformément (USDA, 2009).

Macrophyte émergent

4

Niveau d'eau
Eau usée -\ , i -
—»—"\_® Flux ‘ Eau traitée
T —

Substrat

Fig. 07 : Représentation schématique d’un marais filtrant a écoulement surfacique

(Gagnon, 2012).

Les marais filtrants a écoulement surfacique ressemblent beaucoup aux marais naturels et
peuvent fournir un habitat pour la faune. Leurs cotlts d’investissement et d’exploitation sont
faibles, et leur construction, exploitation et entretien sont simples. Le principal inconvénient est
qu’ils nécessitent généralement une plus grande surface de terrain que les autres systémes, ainsi
que le risque de la prolifération des moustiques quand le temps de rétention des eaux usées est

long (Davis, 1995).
4.2 Marais filtrant a écoulement subsurfacique

Les marais filtrant a écoulement subsurfacique ou sous-surfacique (MFESS) (Subsurface
Flow Wetland SSF Cw), sont congu pour que le niveau d'eau reste en dessous du substrat sans
contact avec I’air (Stefanakis et al., 2014). Les macrophytes sont planté a la surface du marais
et I’eau usée s’écoule sous la surface a travers le substrat et les racines, ce qui évite
les problémes d’odeurs et de moustiques (Fletcher e al., 2020). Dans ce type de lagunage,
les bassins sont peu profonds, la pente est comprise entre 1 et 3%. Le substrat ou le milieu
poreux offrent une plus grande surface de contact avec les eaux usées a traiter que dans les
marais MFES, ce qui peut donc nécessiter moins de surface de terrain (USEPA, 2000).
L'inconvénient des marais MFESS est qu'ils sont plus colteux a construire, et que les cofits
d'entretien sont généralement plus élevés. Un certain nombre de marais MFESS ont rencontré
des problémes de colmatage et d'écoulement de surface non intentionnel (Davis, 1995).
Il existe deux types principaux de marais filtrants a écoulement subsurfacique : les marais a

écoulement horizontal ou a écoulement vertical. Les deux types possédent des similitudes dans
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leur conception et leur dimensionnement, mais le sens de 1’écoulement au sein du milieu poreux

(vertical ou horizontal) influence de facon trés importante le renouvellement en oxygene dans
le substrat qui affecte donc 1’¢élimination des différents polluants qui influencent plus ou moins

la performance de traitement de ces systémes (Li ef al., 2014).

4.2.1 Marais filtrant a ¢ coulement subsurfacique horizontal

Dans les marais a écoulement subsurfacique horizontal, le milieu poreux et les racines des
plantes filtrent les eaux usées qui s’écoulent horizontalement sous la surface (Fig. 08) (Davis,
1995). Ce type de marais est alimenté de facon continue d’eau usée, le milieu poreux est en
permanence saturé et par conséquence ils présentent une faible concentration en oxygene
dissous. L'alimentation du systéme se fait latéralement via un filtre a gravier (gabion) (Boutin
et al., 2007). Les marais MFESS horizontal se trouvent généralement dans des conditions
anaérobies (anoxie), ce qui est propice a la réduction des métaux, la dénitrification et a
I'¢limination de l'excés d'azote (USEPA, 2000). L'aération résulte uniquement des apports
provenant des racines des plantes et de la diffusion gazeuse dans la partie non saturée

superficielle

4.2.2 Marais filtrant a écoulement subsurfacique vertical

Dans les marais a écoulement subsurfacique vertical, le milieu poreux et les racines des
macrophytes filtrent les eaux usées qui percolent verticalement (Fig. 09) (Fletcher et al., 2020).
Les eaux usées sont distribuées en surface par aspersion, avant de s'infiltrer dans le milieu
poreux jusqu'au systéme de drainage situ¢ au fond du marais. Ces marais sont souvent insaturés
en eau usée et avec une bonne concentration en oxygene dissous, car ils regoivent de lI'eau usée
par intermittence (Boutin et al., 2007; Davis, 1995). Les conditions aérobies favorisent la
dégradation de la matiére organique et lanitrification (Boutin et al.,2007). Les marais MFESS
vertical peuvent recevoir des eaux usées brutes directement dans la premiére couche du milieu
poreux, qui est principalement constituée de graviers fins. C’est pourquoi ils servent souvent

d’étape initiale dans un systéme de marais filtrants hybrides (USEPA, 2000).
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Eau usée brute .o
Gravier fin

e A Gravier grossier
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Milieu poreux: différents dimensions
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milieu aérobie

Evacuation eaux

Chapeau du tuyau Galets traitées

d'aération drainage

Fig. 08 :Coupe transversale schématique d’un marais filtrant & écoulement subsurfacique
horizontal (Iwema et al., 2005).

Traitement primaire
en amont

Teneur en oxygene
limitée : milieu anoxique

- . Evacuation
d'alimentation d'évacuation eaux traitées

Fig. 09 : Coupe transversale schématique d’un marais filtrant a écoulement subsurfacique
vertical (Iwema et al., 2005).
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4.3 Marais filtrant flottant

Le marais filtrant flottant, également appelés systemes de lagunage flottant (Floating
treatment constructed wetlands) , est I'une des nouvelles solutions d'ingénierie écologique qui a
¢té développée (Stefanakis et al., 2014). Le principe de ce systéme est que les macrophytes
émergentes sont plantées dans un marais rempli d’eau usée sur un support flottant, permettant
aux racines submergées d’épurer I’eau par rhizofiltration, phytoextraction, et/ou
phytodégradation (Fletcher et al., 2020; Kiiskila et al., 2017). Un filet ou une mousse sont
généralement utilisés pour soutenir le milieu de croissance dans lequel les macrophytes sont
cultivés, les plantes développent ensuite un systeme racinaire profond dans la colonne d'eau
sous-jacente (Yueya et al., 2017). Les MFF s'appliquent principalement aux contaminants
solubles dans l'eau, bien que les polluants liés aux sédiments puissent étre filtrés aussi par
les racines des macrophytes (Tanner et Headley, 2011). Les MFF ont été utilisés principalement
pour leur capacité a ¢liminer les nutriments des eaux usées, mais 1'¢valuation de 1'élimination
des métaux lourds par ce systetme a montré des résultats encourageants (Kiiskila et al., 2017).
Parmi les avantages de I’utilisation des MFF, il y a la facilité avec laquelle la biomasse de
macrophytes peut étre récoltée a partir du support flottant, ce qui facilite ainsi la récupération

des polluants bioaccumulés par les macrophytes (Fletcher ez al., 2020).

/ Macrophyte
’ émergent

Eau usée

Support
flottant

Eau traitée

a
Ao

Racine
submergée

Fig. 10 : Représentation schématique d'un marais filtrant flottantes (Stefanakis, 2016).
4.4 Systeme de marais filtrant hybrides

Les marais filtrants hybrides ont été introduits pour la premiére fois par Seidel en
Allemagne dés les années 1960. Le processus est connu sous le nom de systéeme SEIDEL ou de
systéme de KREFELD. La conception consistait en deux étages de plusieurs marais (MFESS)
a percolation verticale parall¢le, suivis de 2 ou 3 marais (MFESS) a écoulement horizontal en

série. Outre les systemes (MFESS) vertical-horizontal ou horizontal-vertical en séries ou en
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parallele, d’autres combinaisons de divers marais filtrants ont été utilisées dans les débuts des

années 2000, y compris les marais filtrants a écoulement surfacique (MFES) (Vymazal, 2013).
Le recours au systtme de marais filtrants hybrides a été une nécessité pour améliorer
les performances d’épuration en capitalisant sur les avantages de différents types de marais.
Cette combinaison offrant ainsi une solution plus efficace pour le traitement de différents types

de polluants présents dans les eaux usée (Parde ef al., 2021).

Eau usée brute

Evacuation
Marais filtrant a Marais filtrant a eaux traitées
écoulement subsurfacique écoulement subsurfacique
vertical horizontal

Fig. 11 : Représentation schématique d’un systéme de marais filtrant hybrides (Ilyas et van
Hullebusch, 2020).

5 Traitements des eaux contaminées par les métaux lourds

Au cours de la derni¢re décennie, une forte augmentation de la pollution par les éléments
traces métalliques (ETMs) a été¢ constatée. Plusieurs facteurs ont contribué a cette situation,
notamment [’'utilisation croissante de produits phytosanitaires contenant des ETMs,
I’exploitation minicre, les pratiques inadéquates d’élimination des déchets, ainsi que
l'utilisation d'eaux usées municipales et industrielles non ou mal traitées pour l'irrigation
(Liu et al., 2013). Les métaux lourds ou les éléments traces métalliques (ETM) sont un groupe
d’¢léments métalliques naturels qui se caractérisent par leur masse volumique élevée,
supérieure a 5 g/lcm® (Adriano, 2001). Ces éléments, étant par nature bioaccumulable et non
biodégradables, ont une forte toxicité environnementale entrainant des dégats €cologiques
importants. Ils peuvent également étre impliqués dans de nombreuses pathologies chez
I’homme, tels que des atteintes du systéme nerveux central, des effets sur le systéme sanguin,

le foie et les reins. IIs présentent également des risques cancérigénes et peuvent provoquer des
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malformations embryonnaires (Abrahams, 2002; Adriano, 2001).

Les ETMs font partie des toxiques les plus €tudiés dans les écosystémes aquatiques,
principalement car ils sont non biodégradables et qu'ils ont une affinité particuliére avec les
substances organiques et minérales présentes dans les eaux et les sols, ce qui favorise leur
persistance dans l'environnement (Mitra et al., 2022). IIs peuvent ainsi s'accumuler dans les
sédiments et les organismes vivants, ce qui peut provoquer une contamination a long terme des
chaines alimentaires aquatiques et terrestres (Ali ef al., 2019). La décontamination des eaux
usées polluées par les ETMs est un défi environnemental majeur. Les techniques utilisées pour
y faire face dépendent de nombreux facteurs tels que le type et la concentration des ETMs dans
les eaux usées, ainsi que les moyens financiers et techniques disponibles. Parmi ces techniques,
on peut citer la précipitation chimique, l'adsorption (par le charbon actif, les résines
¢changeuses d'ions et les argiles modifi¢es), la filtration membranaire, I'¢lectrodialyse ou
'¢lectrocoagulation et la phytoremédiation (Mitra et al., 2022; Razzak et al., 2022). 11 est
important de reconnaitre que dans de nombreux pays, la mise en place d'un traitement tertiaire
pour décontaminer les eaux usées polluées par les ETMs peut étre un défi en raison de
contraintes financieres et techniques. En effet, les colits associés a certaines méthodes peuvent

étre prohibitifs, ce qui rend leur adoption difficile, voire impossible.

Tab. 01 : Efficacité des techniques de traitement des eaux usées contaminées par les ETMs
("Water treatment handbook"1991)

Technique | Mercure | Plomb | Cuivre | Zinc | Nickel | Chrome | Cadmium | Cobalt
Préchloration Améliore 1'élimination de tous les métaux lourds
Coagulation + +++ +++ ++ ++ - -
Filtres a
+++ +++ +++ +++ - +++ -
sable
Echangeurs
++ ++ ++ ++ +++ +++ ++
d'ions
Charbon
+++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
actif

- : Pas d'effet/ + : Peu d'effet / ++ : Suffisant pour répondre aux normes en vigueur / +++ : Excellent.
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6 Normes et valeurs limites des ETMs dans les effluents

Les normes pour les valeurs limites des ETMs dans les effluents rejetés ou les effluents

traités destinés a l'irrigation, varient d'un pays a l'autre et peuvent dépendre des lois et des

réglementations locales. Cependant, en général, les limites de rejet de métaux lourds dans

les eaux usées traitées sont fixées par les autorités locales de régulation environnementale.

Les valeurs limites de rejets d’effluents contenant des métaux lourds sont des normes qui

réglementent la quantité et la concentration de ces substances polluantes dans les eaux usées.

Ces normes varient selon les pays et les secteurs d’activité.

Tab. 02 : Valeurs limites des ETM en mg/l dans les effluents rejetés et traités destinés a
lirrigation, selon la réglementation algérienne et les normes de 1'Agence de protection de
l'environnement des Etats-Unis (EPA), de I'Organisation des Nations unies pour l'alimentation
et l'agriculture (FAO) et de I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS).

Valeurs limites des
ETM dans
les effluents (mg/1)

Concentration
maximale
admissible dans

Concentration
maximale
admissible dans
les effluents traités

L’élément Densité I les effluents traités destinés a
o . (*Selon la catégorie . Y
trace métallique | a 25 C dinstallation) . Fles‘Flnes a l'irrigation (mg/1)
(ETM) (g/cm?) (JORA. 2006) l'irrigation (mg/1) (USEPA, 2012;
’ (JORA, 2012) WHO, 2006;
Pescod, 1992)
Réglementation algérienne Norme
EPA, FAO et OMS
Cadmium (Cd) 8.65 *0.07-0.2 0.05 0.01
Cuivre (Cu) 8.96 *0.1-0.5-1.5 5 0.2
Mercure (Hg) 13.53 0.01 0.01 -
Plomb (Pb) 11.34 *0.5-0.7 10 EPA (5), FAO (5)
Chrome (Cr) 7.19 | *0.05-0.1-0,5-1.5 1 0.1
Etain (Sn) 7.31 2 - -
Manganeése (Mn) 7.47 1 10 0.2
Fer (Fe) 7.87 3 - 5
Nickel (Ni) 8.91 *0.1-0.5-0.7 2 0.2
Zinc (Zn) 7.14 *2-3 10 2
Cobalt (Co) 8.90 0.1 5 0.05
Arsenic (As) 5.73 - 2 0.1
Vanadium (V) 6.10 - 1 0.1
Molybdéne (Mo) | 10.28 - 0.05 0.01
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Chapitre II : Etude écotoxicologiques

1 Généralité

Les polluants inorganiques, qu’ils proviennent de sources naturelles ou anthropiques, sont
tres répandus dans D’environnement. Ils comprennent principalement les ETMs,
les ions/nutriments et les radionucléides (Dhir, 2013). Les ETM peuvent étre présents dans tous
les compartiments des écosystémes : 1a lithosphere, ’atmosphére, 1’hydrosphére, les sédiments
et dans le biote ou ils s'accumulent (Sabria, 2012). Les ETM sont des ¢léments minéraux
présents a faible concentration dans la croite terrestre et dans les sols. D’un point de vue
purement physique, les ETMs sont un groupe d’éléments métalliques naturels caractérisés par
leur masse volumique élevée, supérieure a 5 g/cm® (Adriano, 2001).

En fonction de leurs effets ou roles physiologiques chez les végétaux, on distingue deux
types de métaux : les métaux essentiels (oligoéléments) et les métaux toxiques. Les éléments
essentiels sont les macroéléments (Ca, Mg, K, P, N, S ) et les microéléments (Co, Cu, Fe, Mn,
Mo, Zn), aussi le metalloide (Mo) et le bore (B) qui sont essentiels a la croissance des plantes
a faibles concentrations (Mitra, 2017; Prasad, 2001). D’ autres éléments ont été révélés comme
bénéfiques a faibles concentrations pour la nutrition des végétaux mais non essentiels tels que
: le chrome (Cr), le gallium (Ga), le nickel (Ni), le strontium (Sr), 1’étain (Sn), le titane (Ti),
le vanadium (V) et le silicium (Si : metalloide) (Michalak ef al., 2018). Cependant, les éléments
non essentiels et toxiques a de tres faibles concentrations sont : ’arsenic (As), le cadmium (Cd),
le mercure (Hg) et le plomb (Pb), Ces métaux ont été largement étudiés en raison de leurs effets
toxiques sur les plantes, les animaux et les microorganismes (Stevenson 1999, Adriano 2001).
Globalement, au-dela d'un certain seuil, tous les é¢léments, qu'ils soient essentiels ou non,

peuvent avoir des effets toxiques et écotoxicologiques (Mitra, 2017; Sabria, 2012).

2 Phytodisponibilité et spéciation d’éléments traces métalliques

L’efficacit¢ de I’épuration des eaux contaminées par un marais filtrant dépende de
plusieurs facteurs : La conception et le type du marais filtrant, les plantes et le substrat utilisées,
les conditions environnementales, la composition de I'eau contaminée, la spéciation et
la phytodisponibilit¢ des d’é¢léments traces métalliques pour les plantes. Il est largement
reconnu que le risque de toxicité des éléments traces métalliques ne provient pas des
concentrations totales dans le milieu contaminé, mais plutét de la fraction biodisponible (Sigg
et Behra, 2005). Labiodisponibilité et 1a phytodisponibilité sont des termes utilisés pour décrire

le degré auquel les contaminants sont disponibles pour étre absorbés ou assimilés par
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les organismes vivants qui y sont exposés (Chang et al., 2014).

Selon Caussy et al. (2003), la phytodisponibilité refléte la capacité des ETMs a étre
absorbés par les végétaux, atteindre les tissus cibles et exercer des effets toxicologiques.
La régulation de l'absorption des ETMs dans les marais filtrants dépend fortement de leur
biodisponibilit¢ (Kamnev et van der Lelie, 2000). La phytodisponibilit¢ des ETMs est
un processus complexe qui implique plusieurs facteurs interconnectés, tels que les conditions
physico-chimiques et biologiques du marais filtrant, la spéciation (forme chimique des ETMs),
et I’espece végétale utilisée (Guittonny-Philippe et al., 2014; Meers et al., 2007; Peijnenburg et
Jager, 2003).

2.1 Phytodisponibilité et spéciation du cadmium

Le cadmium (Cd) est un ¢élément rare dans la crotte terrestre. En moyenne, on trouve
entre 0,1 et 0,4 mg de Cd par kg de sol sec (Bourrelier et al., 1998; Das et al., 1997). Cependant,
cette quantité peut varier en fonction de I’origine des sols. Les sols formés a partir de sables
quartzeux contiennent moins de 0,05 mg.kg! de Ms, tandis que ceux formés a partir de
sédiments calcaires peuvent en contenir davantage, entre 0,5 et 1 mgkg™' de MS (Das et al.,
1997; Perrono, 1999). Les éruptions volcaniques, les retombées atmosphériques et 1'altération
des matériaux de la crofite terrestre sont les principales sources naturelles de pollution par
le Cd (Bourrelier et al., 1998). Les apports anthropiques de Cd proviennent, notamment, de
I’industrie métallurgique et miniére (minerais du zinc et du phosphate), de 1’élimination de
déchets industriels, l'utilisation de boues provenant de stations d'épuration, ainsi que l'utilisation
excessive d'engrais phosphatés, de pesticides et d'insecticides (Rao et Kashifuddin, 2016).
Les niveaux de concentrations de cadmium dans les sols peuvent dépasser 150 mg.kg! de MS,
comme dans certains sols pollués par I’épandage de boues contaminées (Jackson et Alloway,
2017).

Dans les écosysttmes aquatiques, les concentrations de Cd peuvent varier
considérablement. Elles dépendent du bruit de fond géochimique et des activités anthropiques.
Dans les eaux naturelle les concentrations sont autour de 0,05-1 pg /1 (Martin-Garin et al.,
2004). Les concentrations ¢élevées dans les écosystémes aquatiques sont souvent liées a
la pollution par les effluents industriels (Cd=1000 mg/1), ou par les eaux usées municipales non
traitées (généralement inférieure a 10 pg/l). Les concentrations totales de Cd dans I'eau ne
reflétent pas nécessairement sa phytodisponibilité, car la spéciation chimique et la forme
adsorbée ou libre affectent aussi sa phytodisponibilité. Les plantes dans les marais filtrant ne

peuvent absorber que les formes libres de Cd, qui sont généralement plus phytodisponible que
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les formes adsorbées sur les particules en suspension dans I'eau (Duplay ef al., 2014).

La spéciation définit les états de valence et/ou les états de complexation des ETMs. L'état
de valence fait référence au nombre d'électrons qu'un atome peut perdre ou gagner lors de
la formation de liaisons chimiques avec d'autres atomes. L'état de complexation se réfere a
la maniére dont un ion métallique est li¢ a un ou plusieurs molécules ou ions (ligand) pour
former une espéce chimique complexe (Wang et al., 2023). Ces deux concepts sont les aspects
clés de la spéciation chimique des ETMs et par conséquent leur phytodisponibilité. Le Cd peut
exister sous différentes formes chimiques en fonction des conditions de pH. Il est
principalement présent sous forme d'ion libre Cd** ou sous forme de complexes inorganiques
(avec les argiles, les carbonates, sulfates et hydroxydes) ou organiques (avec les acides
humiques, I’humine ou les acides fulviques) (Hizal et Apak, 2006). Dans I'eau et la solution du
sol, il a été estimé qu'entre 55 et 99 % du Cd existe sous forme ionique libre Cd*" (Kabata-
Pendias et Sadurski, 2004). A pH inférieur & 6,5, le Cd est principalement présent sous forme
de Cd*",CdSO4, CdCI", ou CdCly, il s’associé avec 1’ion chlorure (Cl-) ce qui accroit sa mobilité
et phytodisponibilité. Alors que dans les solutions alcalines, les espéces moins biodisponibles
CdHCOs",CdCO3, CdSO4 ou Cd(OH): prédominent (Sauvé et al., 2000). En solution aqueuse,
Cd*" est la forme la plus soluble et la plus stable dans la gamme de pH= 1 4 8. Cependant, au-
dela d’un pH de 8, il peut commencer a précipiter sous forme de Cd(OH): (hydroxyde de
cadmium) et/ou CdCO5 (carbonates de cadmium), qui sont moins soluble que Cd** (Flores et
al.,2006). Selon Martin-Garin et al. (2004), la concentration de sel dans I'eau peut aussi affecter
la phytodisponibilité du Cd. L'augmentation de la salinité de I'eau (Na+ et Cl-...) peut favoriser
la désorption et la libération du cadmium fixé sur les particules en suspension, ce qui peut
conduire a I'apparition de Cd*" et/ou CdCl,. La salinité des eaux affecte négativement la force
d'attraction entre le cadmium et les particules adsorbantes, en perturbant la disponibilité des
sites d'adsorption et les interactions électrostatiques (Zheng et al., 2021).

La phytodisponibilit¢ et I’efficacit¢ de I’absorption des ETMs par les plantes et
les macrophytes utilisées dans les marais filtrants dépendent également de la présence et de
la concentration d'autres ETMs, tels que Pb, Cu, Zn, As et Cr (Wu ef al., 2018). Par exemple,
il existe un antagonisme entre le Cd et le Zn dans le processus d’absorption (Green et al., 2017),
et une corrélation significativement positive entre I’absorption de Pb et de Cd car le processus
d’absorption de ces deux ETMs est synergique (Song et al., 2014). En général,
la phytodisponibilit¢ du Cd dans un marais filtrant & macrophytes est régulée par un certain
nombre de réactions impliquant la précipitation/dissolution, I'adsorption/désorption sur

les particules en suspension et le substrat, ainsi que la formation de complexes Cd-ligand (Bolan
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et al, 2013; Loganathan et al., 2012). Le cadmium présente des caractéristiques

hydrochimiques particuliéres, contrairement aux autres ETMs, il demeure en solution a un pH
proche de la neutralité et a tendance a former des complexes dissous stables avec des ligands

inorganiques et organiques, ce qui inhibe la précipitation (Kubier ef al., 2019).
2.2 Phytodisponibilité et spéciation du nickel

Le nickel (Ni) est le 6-éme ¢élément le plus abondant sur terre (Rausch et al., 2005), et
le 22 -éme ¢lément le plus abondant de 1a crotite terrestre (Bilal Hussain ef al., 2013). Le Ni est
présent naturellement dans les sols, les eaux et 1’atmosphére, émis par les éruptions volcaniques,
I’érosion ¢éolienne des sols et l'altération des matériaux de la crotite terrestre (CEP, 1994).
Environ 10% du nickel présent dans la crofite terrestre est incorporée dans le minerai fondu de
fer-nickel (Ahmad et Ashraf, 201 1). On trouve le Ni dans divers minéraux ou roches contenant
du fer et du magnésium, tels que les pyroxenes et 1’olivine. Il est également associé au soufre
dans la millérite (NiS) ou a ’arsenic dans la niccolite (NiAs) trouvée dans le minerai rouge de
nickel. Il peut également étre combiné avec le fer sous forme de pentlandite (Ni,Fe)oSg et de
I’antimoine sous forme de breithauptite (NiSb) (CEP, 1994). Selon les estimations sa
concentration moyenne dans la croiite terrestre étant d’environ 75-80 pg/g ou un Clarke de 75
a 80 g/t (Rausch et al., 2005). En général, la concentration naturelle moyenne du Ni dans le sol
et les eaux de surface est de 100 mg/kg et 0,005 mg/L, respectivement (McGrath, 1995).
Mais la teneur dans I’environnement peut varier de 3 a 1000 ppm en fonction de I’origine des
sols et de la proximité des écosystémes aquatiques a certaines formations géologiques (Iyaka,
2011). Les apports anthropiques de Ni dans I’environnement proviennent de l'exploitation
minicre, des dépots atmosphériques dus aux combustions des hydrocarbures et du charbon, de
lincinération des déchets, de l'industrie métallurgique et de la galvanoplastie, de 1’utilisation
des eaux usées en agriculture, de I’épandage des boues d'épuration et des engrais phosphatés
(qui contiennent environ 30 ppm de nickel) (CEP, 1994; Lhuillier, 1994; Poonkothai et
Vijayavathi, 2012).

Le nickel dans 1'eau se trouve généralement sous forme de sels solubles tels que le
chlorure (NiCl,), le nitrate Ni(NO3)2, le sulfate (NiSO4), ainsi que dans une moindre mesure
sous forme de carbonates (NiCOs3) et d'hydroxyde Ni(OH), (Masse et Houde, 2018). Le NiCl,
et le NiSO4 sont trés solubles dans I'eau, avec une solubilité d'environ 2400 a 2500 g.L"!. En
revanche, les composés moins solubles sont le Ni(NO3)2, le NiO et le Ni(OH)2, qui ont des
solubilités respectives de 45 - 1,1 - 0,13 g.L!. La solubilité aqueuse la plus faible est celle du
carbonate de nickel (NiCO3), qui ne se dissout qu'a hauteur de 0,09 g.L! (Begum et al., 2022).
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La majeure partie du nickel rejeté dans le systeme aquatique existe sous forme de sels

solubles associés a des mati¢res particulaires, des solides en suspension ou en combinaison avec
des matiéres organiques (Mukherjee, 1998). Dans I'eau les sels de nickel peuvent se dissocier
en ions de nickel (Ni*") et en anions tels que Cl-, SO4*" et NOj3". La forme ionique Ni** est
la forme la plus stable et la plus prédominante du Ni dans I’eau. Dans 1’eau la spéciation du Ni
dépend de plusieurs facteurs, comme le pH, la température et la présence d'autres ions
(Lhuillier, 1994). A un pH= 5-9, le Ni tend a se présenter sous forme ionique soluble libre Ni**.
Cependant, a pH plus basique, le Ni se lie avec OH- pour former des précipités Ni(OH)> ou des
complexes solubles en se liant avec des ligands organiques (Acides humiques, fulviques ou
I’humine...) ou des éléments inorganiques (les carbonates, sulfates...) (Begum et al., 2022;
Doig et Liber, 2007).

La phytodisponibilit¢ du Ni dans les milieux aquatiques ou les marais filtrants est
déterminée par sa répartition entre les phases solides particuliéres et les phases solubles
(Guilpain et al., 2018). Cette répartition est influencée par des phénomeénes physico-chimiques
comme l'adsorption, la précipitation et la complexation, qui dépendent eux-mémes de facteurs
tels que le potentiel redox, le pH, la force ionique de I'eau, la concentration de nickel et des
ligands, ainsi que de la présence de surfaces solides pour l'adsorption, notamment les oxydes
de fer et de manganése hydratés (Begum ef al., 2022). Globalement, les facteurs qui favorisent
la solubilisation du nickel sont susceptibles de favoriser sa phytodisponibilité. Une diminution
du pH et de la concentration en fer et en manganése dans les eaux usées peut entrainer une
augmentation de la concentration de la forme ionique libre Ni** par rapport aux formes
complexées et par conséquent sa phytodisponibilité¢ (Barbafieri, 2000; Lhuillier, 1994).
Dans un milieu réducteur, la solubilisation et la phytodisponibilité du nickel peuvent étre
favorisées par la réduction et la solubilisation des oxydes de fer et de manganése, ce qui a pour
effet de libérer le nickel. En outre, un tel milieu peut favoriser la formation d'acides organiques
solubles de faible poids moléculaire, qui se lie avec le Ni formant des complexes ligand-Ni

relativement facilement absorbables par les racines des plantes (Lhuillier, 1994).

3 Phytotoxicité d’ éléments traces métalliques

D'un point de vue physiologique, la phytotoxicit¢ des ETMs est étroitement liée a
l'ensemble des mécanismes qui régulent leur homéostasie, tels que I'absorption, le transport,
la chélation et la séquestration. Ces mécanismes jouent un réle crucial dans la régulation des
niveaux d'ETMs a l'intérieur des cellules végétales (Clemens et al., 2002). En fonction de

I’espece et de 1’¢lément trace métallique en question, 1’absorption peut avoir lieu soit dans
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la région apicale de la racine, soit sur toute la surface racinaire. Une partie des éléments qui

atteignent la racine est adsorbée sur les parois de 1’épiderme et ne pénétre pas directement dans
les cellules (Chaignon, 2001). Elle est adsorbée par les charges négatives présentes a la surface
de I’acide polygalacturonique des pectines (Briat et Lebrun, 1999). L absorption des ETMs par
les plantes se fait principalement par diffusion passive simple, suivant le gradient de
concentration, via la voie apoplastique (a travers I’espace intercellulaire du cortex racinaire et
de I’endoderme). Mais au niveau de la membrane plasmique des cellules de labande de Caspary
(hydrophobe), située dans I’endoderme, le transport peut devenir actif en empruntant la voie

symplastique (Fig. 12) (Briat et Lebrun, 1999; Chaignon, 2001).

Epiderme
Rhizoderme .,,.Li,. =
¥ Ll )3\ L\ )——Exoderme
ﬁ
A > Cortex
Jal ) J
~— Endoderme
Stele
= Plastiodesne,
. xyléme
Bande de CasparyProtoxyleme Métaxyléme

—> VYoie apoplastique
3 Voie transcellulaire couplée

———> Voie symplastique
Fig. 12 : Voies d'absorption de I'eau et des ETMs par les racines (Kim et al., 2018) (modifiée

par Bouchama, K).

La présence des cadres de Caspary dans I’endoderme obstrue la voie apoplastique et rend
la voie symplastique obligatoire. Une partie d’ETMs qui se trouvent dans la voie apoplastique
peut rejoindre la voie symplastique puis le xyléme a travers les plasmodesmes qui traversent
les parois cellulaires et relient les cytoplasmes des cellules adjacentes (Remon, 2006).

Les ETMs, dont le cadmium et le nickel, peuvent avoir des effets phytotoxiques sur
les plantes, a la fois de manicre directe et indirecte (Fig. 13) (Raza et al.,2022). La phytotoxicité

des ETMs peut entrainer de graves dommages et dysfonctionnements, notamment une
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croissance réduite ou inhibée, une faible biomasse et une production réduite, un retard et une

inhibition de la germination, la chlorose, une perturbation de 1’absorption des nutriments et de
I’eau, la dénaturation des enzymes et des protéines essentielles (Haider er al, 2021).
Indirectement, ils accélérent la production d’especes réactives de I’oxygeéne (ERO), I’activation
des enzymes du system antioxydant, la peroxydation des lipides, 1’altération de ’ADN et de
I’ARN et finalement I’apoptose cellulaire et la mort de la plante (Hassan et al., 2019; Raza et
al., 2022).

Effet indirect

Accumulatioq dans la feuilles

Effet direct

[ Biomasse J

[ Germination ]

Génération"ROS""

{ Etat hydrique

Stress oxydatif Croissance
i racinair
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[ enzymathue ] [% Chlorophylle]
[ Nécrose J Y Prot ines et ]
lipides
Pe;;g:& gzgon LPhotosynthese J
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[ Apoptose 4 nutritifs
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Fig. 13: Effets phytotoxiques directs et indirects du cadmium et du nickel sur les plantes (Raza

et al., 2022) (modifiée par Bouchama, K).

3.1 Phytotoxicité du cadmium

Le Cd est un élément trace métallique qui souleéve de sérieuses préoccupations sur le plan
environnemental et sanitaire. Il est I’'un des ¢léments les plus mobiles dans I’environnement.
Méme s’il n’a pas de fonction biologique connue dans la plupart des organismes vivants, il est
absorbé et accumulé dans leurs tissus (Adriano, 2001). Sauf chez la diatomée marine
Thalassiosira weissflogii, chez laquelle il agit comme cofacteur de 1'anhydrase carbonique,
une enzyme permettant de convertir 1'ion bicarbonate (HCO3) en CO» (utiliser HCO3 comme
source de carbone) (Lane et al., 2005). Les plantes sont considérées comme la principale voie

d’entrée du Cd dans la chaine trophique. Il est absorbé par les racines via les voies apoplasmique
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et symplasmique, en utilisant les mémes transporteurs membranaires des nutriments essentiels

comme le Zn ou le Ca**. Une fois absorbé, il est transporté vers la partie aérienne de la plante
via le xyléme, et vers les autres parties de la plante via le phloéme (Dong et al., 2019;
Huybrechts ef al., 2019). En empruntant les canaux membranaires des nutriments essentiels, le
Cd induit une déficience nutritionnelle chez les plantes, ce qui affecte leur développement. Il
est capable d'interférer avec l'absorption de plusieurs nutriments comme le calcium, le fer, le
zinc, le magnésium et le phosphore (Das ef al., 1997). Ainsi que l'absorption et la translocation
des nitrates vers les parties aériennes (Tang ef al., 2018).

Les symptdmes de toxicité du cadmium se manifestent généralement par une réduction
globale de la croissance, une chlorose, une nécrose des tissus des organes, un flétrissement
généralisé, une coloration rouge-orange des feuilles et une nécrose le long des veines
principales des feuilles (Adriano, 2001). Le Cd est reconnu pour son effet inhibiteur sur la
photosynthése, Il réduit la transcription de génes essentiels a ce processus (Qian et al., 2010).
Il inhibe également l'activité des enzymes clés de la photosynthése, telles que la Rubisco et la
phosphoénolpyruvate carboxylase (Bashir et al., 2013). Le Cd induit la peroxydation des lipides
(Iannone et al., 2010), perturbe la fonction des protéines en remplagant les ions essentiels dans
leurs sites actifs en raison de sa forte similitude chimique avec d'autres cations divalents
(Huybrechts et al., 2019), modifie la transpiration des feuilles en affectant la densité et la
conductance stomatique (Hatamian et al., 2020), diminue ’efficacité du systéme de défense
antioxydant contre les ERO (Gill et Tuteja, 2010). Le Cd peut endommager le matériel
génétique des plantes de différentes maniéres. Il provoque des cassures dans le double brin de
I'ADN, entraine une oxydation indirecte de 'ADN par la génération de ERO (Haider et al.,
2021). Le radical hydroxyle (HO¢), qui est hautement ¢électrophile, oxyde préférentiellement la
position 5 de la cytosine et de la thymine, et peut également attaquer 1'atome d'hydrogene du
groupe méthyle de la thymine (Nzengue ef al., 2011). Un autre symptome de toxicité du Cd est
la perturbation de la mitose (Jin et al, 2003). Le Cd peut également interférer avec le
métabolisme de I'ARN, déclencher 1’apoptose et la mort cellulaire (Programmed cell death )

(Quadros et al., 2022).
3.2 Phytotoxicité du nickel

Le nickel a longtemps été considéré comme un élément non essentiel et potentiellement
toxique pour les plantes. Cependant, au cours des années 1970, des recherches ont mis en
lumiere I’importance de cet ¢lément pour la nutrition des végétaux (Michalak et al., 2018).

Le Ni s’est révélé bénéfique a faibles concentrations pour les plantes. Il est considéré comme
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un nutriment important a la croissance et au développement normaux des plantes, et essentiel a

I’activation de plusieurs enzymes telles que I’uréase et la glyoxalase (Shahzad et al., 2018).
Le Ni joue un réle important dans un large éventail de processus physiologiques, notamment
la germination des graines, la croissance végétative, la reproduction, la photosynthese ainsi que
dans le métabolisme de 1’azote (Bai et al., 2013). Le caractere essentiel du nickel en tant que
micronutriment dans les plantes a été établi car il fait partie du site actif de 1'enzyme uréase, qui
hydrolyse l'urée dans les tissus (Chen ef al., 2009). Deux formes d’uréase sont présentes dans
les plantes : I’une trés active qui se trouve dans les graines et 1’autre moins active dans les autres
tissus de la plante. Bien qu’elle soit moins active, cette derniére joue un réle important dans
le recyclage de 1’azote dans les plantes (Polacco ef al., 2013). A certains seuils potentiellement
toxiques, 1’urée est métabolisée en ammoniac par ’action de I’uréase. L’azote de I’ammoniac
peut alors étre réutilisé dans d’autres voies métaboliques, comme la synthése d’acides aminés,
de polyamines et d’autres composés azotés(Gerendas et Sattelmacher, 1999). En 1'absence de
nickel, 1'urée peut s'accumuler dans les tissus a des niveaux toxiques, ce qui peut causer des
1ésions nécrotiques dans les feuilles et par conséquence affecter la photosynthése (S. Li ef al.,
2022). Le nickel joue un role important dans l'activation du systéme glyoxalase, un systéme
enzymatique responsable de la dégradation du méthylglyoxal (pyruvaldéhyde et 2-
oxopropanal), un puissant composé cytotoxique produit naturellement par le métabolisme
cellulaire lors de la glycolyse, la peroxydation des lipides et dans des conditions de stress
(Ghosh et al., 2016; Sankaranarayanan et al., 2017). La glyoxalase détoxifier le méthylglyoxal
en le transformant en D-lactate non toxique, en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme
cofacteur (Kaur et al., 2014).

Le nickel est considéré comme un micronutriment essentiel pour la plupart des plantes,
car il est présent naturellement dans les tissus végétaux a des concentrations allant de 0,05 a 10
ppm de maticre seéche, selon les plantes cultivées (Adriano, 2001; Hassan et al., 2019; Nieminen
et al., 2007). Plusieurs études ont montré que le nickel est toxique pour de nombreuses plantes,
mais a des concentrations différentes. Les concentrations seuils pour la toxicité 1étale du Ni sont
généralement signalées comme étant inférieures a 100 ppm (Adriano, 2001). Cependant, des
concentrations ¢levées de Ni ont été trouvées dans des especes dites hyperaccumulatrices :
600 ppm dans Acer spp. (Nieminen, 2004), 1900 ppm dans Linaria vulgaris (Brooks, 1994), et
17000 ppm dans Bornmuellera tymphaea (Hipfinger et al., 2022).
Lorsque les concentrations dépassent le seuil de tolérance d'une espece donnée, le Ni peut
altérer de nombreux processus physiologiques et biochimiques. Il peut inhiber la germination

et la croissance des racines, réduire 1'absorption d'eau et de nutriments, et diminuer le taux de
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photosynthése (Mustafa et al., 2023).

Dans les feuilles, la toxicité du Ni peut également altérer les pigments photosynthétiques,
entrainant ainsi une nécrose et une chlorose des feuilles. Le stress induit par le Ni peut réduire
la stabilit¢ de la membrane cellulaire, entrainer la perte d’osmolytes et une diminution de
la pression de turgescence, causant ainsi la fermeture des stomates (Adriano, 2001; Gerendas
et Sattelmacher, 1999; Hassan et al., 2019). Le Ni peut également perturber 1’équilibre entre la
production d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) et le systéme de défense antioxydant,
entrainant une accumulation de ERO et induisant un stress oxydatif. La production de ERO
peut altérer la synthése des protéines et des lipides, affecter les activités enzymatiques,
provoquer la peroxydation des lipides, I’oxydation de ’ADN et perturber la division cellulaire

(Bai et al., 2013; Shahzad et al., 2018).

4 Meécanismes de tolérance et de détoxification

Les plantes, en tant qu'organismes sessiles, n'ont aucun moyen d'échapper au stress
métallique et aux conditions environnementales défavorables. La facon dont les plantes
réagissent au stress métallique est complexe. Elle résulte de la combinaison de divers
mécanismes a différents niveaux d'organisation. La capacité des plantes a s'adapter repose sur
l'activation de réactions moléculaires en chaine qui commence par la perception et se termine
par une réponse au stress (Melanie et al., 2013). La cascade de signalisation débute par
la perception du stimulus au niveau de la membrane cellulaire, puis elle entraine la production
de molécules messagéres secondaires et de facteurs de transcription. Ces derniers régulent
I'expression des genes impliqués dans la réaction au stress, ce qui engendre des modifications
morphologiques, biochimiques et physiologiques (Calatayud et al., 2013; Raza et al., 2022).

Pour faire face au stress métallique, les plantes ont développé de multiples mécanismes
adaptatifs (Qadir et al., 2014). Les plantes résistantes ont la capacité de survivre et de se
reproduire en présence de concentrations ¢levées d'ETMs dans leur environnement.
Ces mécanismes de résistance et d'adaptation peuvent étre réalisés selon les deux stratégies :
I'évitement et/ou la tolérance (Jutsz et Gnida, 2015). Les plantes évitantes sont capables de se
protéger en empéchant les ions métalliques de pénétrer dans leur cytoplasme cellulaire, tandis
que les plantes tolérantes sont capables de détoxifier les ions métalliques qui ont traversé

la membrane plasmique ou les membranes internes des organites (Millaleo et al., 2010).
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4.1 L'évitement

Les plantes mettent en ceuvre des stratégies d'évitement afin de limiter 1'absorption des
ETMs par le systéme racinaire, ainsi que de restreindre leur entrée et leur mouvement au sein

des cellules. Cela est réalisé grace a :

- La synthése de callose : la premicre réaction de défense en cas de présence d’ETMs est
une synthése de callose (B-1,3-glucane). Ce polysaccharide est déposé a I'extérieur de
la membrane cellulaire, réduisant ainsi la diffusion des ions métalliques dans la cellule
(Miransari, 2011).

- la production d’acides organiques : L’¢évitement se fait également par la production d’acides
organiques (e.g. le citrate, le malate, I’oxalate) et d’exsudats racinaires pour la chélation, la
séquestration et la complexation des ETMs (Song ef al., 2017). Dans un environnement pollué
par les ETMs, les racines des plantes sécrétent un certain nombre de substances qui peuvent se
lier aux ions métalliques et limiter leur assimilation, telles que les acides organiques et les
substances présentes dans la matrice extracellulaire des racines (e.g. les glucides simples, les
phénols, les acides aminés et les gels de polysaccharides) (Jutsz et Gnida, 2015).

- Adsorption sur les parois : Les ETMs peuvent s'adsorber sur les parois cellulaires des racines
par des liaisons ioniques, covalentes, hydrogeéne ou des interactions électrostatiques. Les sites
de fixation sur les parois cellulaires incluent les groupements carboxyle, hydroxyle,
phénoliques et les groupements sulthydrile. Le Cd par exemple peut se lier aux groupes
hydroxyles des hémicelluloses par des liaisons covalentes (Deshwal et al., 2023; Miransari,

2011).
4.2 La Tolérance

En l'absence de stratégies d'évitement, certaines plantes peuvent pousser et survivre dans
des environnements contaminés par des niveaux toxiques d'/ETMs, qui sont par ailleurs mortels
ou pré¢judiciables a la croissance et a la survie d'autres espéces (Maestri et Marmiroli, 2012).
Les stratégies de tolérance font référence aux réponses des plantes face a la phytotoxicité des
ETMs une fois qu'ils ont pénétré dans les cellules. Le mécanisme de tolérance inclut
la séquestration et la chélation en les liant a des peptides et des protéines (Viehweger, 2014).
Les ligands organiques intracellulaires (ou chélateurs) assurent la complexation, le transport,
l'accumulation et la séquestration du complexe ETMs-ligands dans les vacuoles. Chez

les végétaux, les principaux groupes de ligands intracellulaires sont :
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- Les métallothionéines : Sont des protéines de faible poids moléculaire riches en cystéines,

présentes de maniére universelle chez les especes résistantes ou sensibles. Elles sont davantage
impliquées dans le contréle de 1'homéostasie cellulaire des ETMs que dans des réponses
spécifiques a un ETM donné (Schat et al., 2002).

- Les phytochélatines : Représentent un autre groupe de chélateurs intracellulaires, spécifiques
au regne végétal, de nature peptidique, avec une structure (y-Glu-Cys),-Gly/ n=2 all, Leur
poids moléculaire est inférieur a celui des métallothionéines et ils sont synthétisés en réponse a
la présence d’ETMs (Hartley-Whitaker et al., 2001; Remon, 2006).

- Les acides aminés libres : Lors d’un stress métallique, certains acides aminés libres tels que
la proline et I'histidine peuvent s'accumuler et jouer un rdle dans la chélation de différents
ETMs, tels que le Ni (Bert, 2000). La cystéine et la méthionine sont des acides aminés contenant
du soufre qui possedent des groupes sulthydriles ou thiol (-SH) capables de former des liaisons
avec le Cd et le Pb (Remon, 2006).

- Les acides organiques : En présence d’ETMs une augmentation de la biosynthese des acides
organiques, comme les acides fumarique, malique, oxalique (acides dicarboxyliques) et I'acide
citrique (acide tricarboxylique) a été observée chez les végétaux. Ces acides organiques sont
clairement impliqués dans les processus de chélation, complexation et la séquestration des
ETMs dans les vacuoles (Ma et al., 1997).

- le systéme antioxydant : Le maintien des capacités antioxydantes, qu'elles soient
enzymatiques ou non enzymatiques, est également crucial pour éliminer les niveaux toxiques
d'especes réactives de 1'oxygene (ERO). Les ERO, sont des radicaux contenant de I'oxygene,
extrémement nocifs pour les cellules végétales, générés en exces sous l'effet du stress oxydatif,
tel que le peroxyde d'hydrogeéne (H203), le radical superoxyde (O2e-) et le radical hydroxyle
(OHe) (Das et Roychoudhury, 2014; Hasanuzzaman et al., 2020). Les principales enzymes
impliquées dans I'¢limination et la détoxification des ERO comprennent la gaiacol peroxydase
(GPOx), la catalase (CAT), le glutathion (GSH), la superoxyde dismutase (SOD), 1'ascorbate
peroxydase (APX) et la monodéhydro-ascorbate réductase (MDHAR). En ce qui concerne les
antioxydants non enzymatiques, ils incluent la proline, 'acide ascorbique, les caroténoides, les

flavonoides et les polyphénols (Bacha et al., 2017; Ederli et al., 2004).
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Partie 2 : Expérimentations et discussions des résultats

Chapitre I : Phytotoxicité de Cd et/ou Ni sur la germination

L'é¢tude des effets du Cd et/ou Ni sur la germination, la croissance précoce des plantules,
et la réponse enzymatique antioxydante constitue un outil intéressant, non seulement elle
permet d'estimer la tolérance des semis au stress oxydatif induit par le Cd et/ou le Ni, mais elle
¢value également le potentiel de cette espece a se propager et a se régénérer par reproduction
sexuée dans les marais filtrants ou les habitats contaminés par Ni et Cd.

Les enzymes de system antioxydantes constituent la premiere ligne de défense contre
le stress oxydatif induit par les ETMs. Leur activité refléte directement la capacité de la plante
a se défendre contre les especes réactives de l'oxygéne générées. Les changements dans
l'activité¢ des enzymes du systéme antioxydant sont une réponse précoce et sensible au stress
métallique, ce qui en fait de bons biomarqueurs pour détecter les effets des ETM.

Dans ce context, les principaux objectifs de ce chapitres sont : 1) évaluer l'effet inhibateur
du Cd et/ou du Ni sur les caractéristiques de la germination des graines de P. australis en
utilisant six (06) indices de germination : Pourcentage final de germination (GP%) ; Temps
moyen de germination (MGT) ; Temps de 50% de germination (T50%) ; Indice de germination
(IG) ; Indice de longueur de la radicule et de la racine (RLI) ; Indice de la longueur des pousses
(semis) (PLI). 2) Discuter la réponse différentielle des enzymes : la Gaiacol peroxydase
(GPOx), la catalase (CAT), et le glutathion S-transférases (GST), impliquées dans la
détoxification cellulaire dans les trois organes des plantules de P. australis (feuille, tige et
racine). L'évaluation des effets phytotoxiques du Cd et/ou du Ni sur les caractéristiques de
la germination et la réponse des enzymes du systéme antioxydant ont ét¢€ réalisée au laboratoire

G.F. Ingrassia de I'Université de Catane, Italie.

1 Matériel et méthodes

1.1 Test de germination

Le test de germination a été réalisé selon la méthode standard de 1'agence américaine de
la protection de l'environnement (USEPA) (EPA, 1996) et le protocole de test de germination
et de croissance des plantules de l’organisation de coopération et de développement
¢conomiques (OECD, 2003). Les graines de P. australis ont été obtenues a partir de roseaux
agés de deux ans, cultivés a I’extérieur dans un systéme hydroponique, en utilisant une dilution
au 14 de NPK (20-20-20) comme source de nutriments. Le systeme hydroponique a été installé

dans la wilaya de Tébessa, au nord-est de I'Algérie. Les roseaux de deux ans ont été cultivés a
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partir de rhizomes obtenus d'une population naturelle croissant dans le barrage de Babar

(35°1031.1" N et 7°01'15.4" E), wilaya de Khenchela, au nord-est de 1'Algérie. Aucune

pollution par les ETMs ou polluants organiques n'a été signalée dans les eaux du barrage.
Nous avons collecté les graines a partir de la partie médiane de 1'inflorescence en utilisant
un tamis pour obtenir des graines homogenes en termes de poids et de taille (poids des graines
: 16,77 £ 0,11 mg/100 graines, n = 21). Apres la collecte, toutes les graines ont été conservées

a I'obscurité a 4°C jusqu'au début du processus de germination.
1.2 Test de phytotoxicité

La viabilité des graines a d'abord été vérifiée en les suspendant dans de 1'eau déionisée,
et celles qui se sont déposées au fond avec des t€ guments sains ont été sélectionnés. Les graines
choisies ont ensuite ét¢ trempées dans une solution a 6% d'hypochlorite de sodium (NaClO)
pendant 5 minutes et rincées a I'eau déionisée pendant 10 minutes.

Afin de minimiser la contamination par des champignons et des bactéries, les boites de
germination (14 cm de diamétre) ont été autoclavées pendant 15 minutes a 121°C avant de
débuter le test. L'expérience a été réalisée avec 16 groupes :

- Un groupe témoin non traité : Eau distillée plus solution nutritive de Hoagland.

- Six groupes traités avec des doses croissantes de Cd : 10, 30 et 100 ppb ; 100, 500 et
1000 ppm.

- Six groupes traités avec des doses croissantes de Ni : 30, 60 et 120 ppb ; 100, 500 et
1000 ppm.

- Trois groupes traités avec des doses mixtes de Cd + Ni :

Cd (1000 ppm) +Ni (120 ppb) ; Cd (100 ppm) +Ni (100 ppm) ; Cd (100 ppb) +Ni (1000 ppm).

Les doses de Cd et de Ni utilisées dans notre expérimentation ont été analysées
immédiatement apres leur préparation par un spectrophotomeétre de masse a plasma a couplage
inductif NexION® 300D (ICP-MS : Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA). Les trois doses
¢levées (100, 500 et 1000 ppm) ont été choisies pour évaluer la capacité des graines et des semis
a tolérer des niveaux ¢levés de Cd et de Ni. Les trois faibles doses de Cd et de Ni ont été utilisées
pour évaluer le niveau de sensibilité de la germination des grains. Concernant les doses mixtes,
l'objectif de leur utilisation est de tester les effets de synergie ou d'antagonisme entre le Cd et
le Ni. L'expérience a été menée en utilisant un total de 4800 graines, réparties en 3 répétitions
indépendantes, 1600 graines par répétition et 100 graines par traitement. Cent (100) grains ont
¢té déposées dans chaque boite de germination tapissée de papier de germination (Sartorius

Stedim Biotech™). Les graines ont ensuite été traitées avec 15 ml d'une solution contenant I'une
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des doses de Cd et/ou N1, ainsi que 1/4 de solution nutritive de Hoagland (Basal Salt Mixture :
Sigma-Aldrich, Cat. no : H2395) : (NH4)3pO4 (115.03 mgl™"), H;BOs (2.86 mgl!), Ca (NO;)2
(656.4 mgl™"), CuSO4 (0.08 mgl™), Fea(C4HsO6)3 (5.32 mgl?), MgSO4 (240.7 mgl!), MnCh
(1.81 mgl™!), MoO; (0.016 mgl'), KNO3 (606.6 mgl™!), ZnSO4 (0.22 mgl'). Pour prévenir le

desséchement, 2 a 3 ml d'eau ont été ajoutés tous les 3 jours.

Les boites de germination ont ensuite été placées dans une serre avec des températures de 23 +
3°C le jour et de 11 + 4°C la nuit, ainsi qu'une intensité lumineuse > 5400 lux et
une photopériode de 12 heures. L'alternance des températures et de la photopériode était
similaire a celles des conditions réelles au printemps dans le nord-est de 1'Algérie, offrant ainsi
des conditions propices a la germination de P. australis (Alfadul et Al-Fredan, 2013; Gorai et

al., 2006).
1.3 Indices de germination

Au cours des 20 jours de l'expérience, un comptage des graines germées a été effectué
quotidiennement avec un intervalle de 24 heures. Une graine était considérée comme germée
lorsque la radicule qui pergait la cuticule mesurait environ 1 mm de longueur (Gorai ef al.,
2006). Si aucune radicule n'avait émergé, la graine était considérée comme germée lorsque
2 mm de coléoptile avaient émergé (Guterres et al., 2019). Le processus de germination a été
considéré comme achevé lorsque aucune nouvelle germination n'a été observée pendant cinq
(05) jours consécutifs. Six (06) indices de germination ont ét¢ déterminés : Pourcentage final
de germination (GP%) ; Temps moyen de germination (MGT) ; Temps de 50% de germination
(T50%) ; Indice de germination (IG) ; Indice de longueur de la radicule et de laracine (RLI) ;
Indice de longueur des pousses (PLI).

- Pourcentage final de germination : GP% = % x 100

Ng : Nombre des grains germés et Nt nombre total des grains.

- Temps moyen de germination (MGT) : MGT = % (day)

ou : t= le temps en jours entre le jour (0) et la fin du test de germination, et n est le nombre de

graines germées au jour t (Ellis, 1981).

(n/2—nl-) X (tj—ti)

- Temps de 50 % de germination (T50%) : T50% = t; — (o)
j—

(day)

Le temps jusqua 50 % de germination est le temps nécessaire pour atteindre 50 % de

germination finale, calculé selon la formule de Farooq et al. (2005).
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Ou : n est le nombre final de graines germées, ni et nj sont le nombre total de graines germées
(n+1) .
<n,

par comptages adjacents aux temps #i et 4, ou : 1 <

- Indice de germination (IG) : L'indice de germination est le taux de germination exprimé en
termes de nombre total de graines qui germent dans un intervalle de temps. L'indice a été calculé

comme décrit par I’Association des Analystes Officiels des Semences (AOSA, 1983).

Nombre de grains germés Nombre de grains germés i . _
Gl = e B8 + -+ — , (Grain - jour™)
premier jour de décompte Dernier jour de décompte

- Indices de croissance en longueur des semis (pousses, plantules)

Lesindices de longueur des racines (RLI) et des pousses (PLI) ont été mesurés a des intervalles
de 10 jours (a 10, 20 et 30 jours) pour 15 plantules choisies au hasard pour chaque traitement
et a chaque période (n = 15). Les trois périodes de mesure ont été sélectionnées afin d'évaluer
l'effet du Cdet Ni sur les pousses ou les plantules a différents stades de croissance. Les plantules
ont ét¢ numérisées et scannées a l'aide d'un scanner Epson Perfection V700, puis mesurées a
l'aide du logiciel dimage Mesurim Pro version 3.4 (Madre, Académie d'Amiens, France).
La longueur des racines a été mesurée depuis la jonction racine-pousse jusqu'a l'extrémité de

laracine.

Longueur de la racine la plus longue sous Cd et/ou du Ni
RLI (%) = “2~ PRLELORS L

X100

Longueur de la racine la plus longue groupe témoin

La longueur des pousses a ¢té mesurée depuis la jonction racine-pousse jusqu'a l'extrémité de

la pousse.

Longueur de la poussela pluslongue sous Cd et/ou du Ni
SLI (%) — g P 14 g /

X 100

Longueur de la pousse la pluslongue groupe témoin

1.4 Dosage des enzymes du systéme antioxydant

L'activité de la gaiacol peroxydase (EC 1.11.1.7 ; GPOx), I'activité de la catalase (CAT)
(EC 1.11.1.6 ; CAT) et l'activité glutathion-S-transférase (GST) (EC 2.5.1.18 ; GSTs) ont été
mesurées dans les feuilles, les tiges et les racines des pousses de P. australis (agée de 30 jours)
exposées a différentes doses de Cd et/ou Ni. 0,5 g de chaque échantillon a été prélevé et
conservé a -80 °C (dans de 1'azote liquide) jusqu'au début de I'analyse.
La détermination quantitative des activités enzymatiques de la CAT, de la GPOX etde la GST

a été effectuée par spectrophotométrie, en appliquant 1'équation établie par Servais (2004 ).

39



Chapitre I Expérimentations et discussions des résultats

AA.Vt
e.At.L.Ve.p

Act =

Act = Activité enzymatique (umol/min/mg protéine)

AA = Variation de I'absorbance par minute

Vt = Volume total du mélange réactionnel (ml)

& = Coefficient d'extinction molaire (uM™'.cm™)

At = Intervalle de temps entre deux mesures (min)

L = Longueur de la cuve (cm)

Ve = Volume de l'extrait enzymatique introduit dans le mélange réactionnel (ml)

P = Quantité de protéines totales présentes dans I'extrait enzymatique (mg)
1.4.1 Dosage de I'activité Guaicol-Peroxydase (GPOx)

Les échantillons ont ét¢ homogénéisés (séparément) dans 5 ml de tampon phosphate (50
mM, pH 7,5). L'homogénat a ensuite été centrifugé a 12 000 g pendant 20 min a 4 °C, et
le surnageant résultant a été utilisé pour mesurer l'activit¢ de GPOx (Loggini et al., 1999).
Le test est basé¢ sur l'utilisation du gaiacol (2-méthoxyphénol) comme donneur d'hydrogene.
En présence de peroxyde d'hydrogene, il se forme le tétra gaiacol qui présente un maximum
d'absorption a 470 nm. L'évolution cinétique de 1'absorbance a 470 nm a ét¢ mesurée pendant
I min (Lin et Kao, 1999). L'activit¢ GPOx a ét¢ calculée en utilisant le coefficient d'extinction
molaire du tétra gaiacol (¢ =26,6 uM-1.cm-1) et exprimée en pmol de gaiacol oxydé par minute
et par mg de protéine a 25 °C. Pour un volume final de 3 ml, le mélange réactionnel contient
100 pl d'extrait enzymatique, 50 pl de H2O» (a 0,3%), et 2850 pl de tampon gaiacol-phosphate
(50 mM NakK, 8 mM de gaiacol, pH 7,2). La réaction est initiée par l'ajout de peroxyde
d'hydrogéne (Fielding et Hall, 1978).

1.4.2 Dosage de I’activité Catalase (CAT)

Les échantillons ont été homogénéisés (séparément) dans 5 ml de tampon phosphate (50
mM, pH 7,5). L'homogénat a ensuite été centrifugé a 12 000 g pendant 20 min a 4 °C, et
le surnageant résultant a ¢été utilis€ pour mesurer l'activitt de CAT. Le dosage
spectrophotométrique de l'activité catalase (CAT) a été effectué suivant la méthode de Cakmak
et Horst (1991). La diminution de l'absorbance a été enregistrée pendant trois minutes a une
longueur d'onde de 240nm et un coefficient d'extinction molaire de & =39400 uM™. cm™.
Le volume réactionnel total était de 3ml, contenant : 100ul d'extrait enzymatique brut, 50ul de

peroxyde dhydrogeéne (H202) a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2).

40



Chapitre I Expérimentations et discussions des résultats

L’étalonnage a été réalisé en l'absence d'extrait enzymatique. La réaction a été initiée par

l'addition de peroxyde d'hydrogéne. L'activité catalase est exprimée en umol.min-1.mg-1 de

protéines.
1.4.3 Dosage de ’activité glutathion-S-transférase (GST)

La quantification de l'activité de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée en
utilisant la méthode de Habig et al. (1974). Cette méthode repose sur la réaction de conjugaison
entre la GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2,4 dinitrobenzene), en présence d'un cofacteur,
le glutathion (GSH). Cette conjugaison engendre la formation d'une nouvelle molécule (1-S-
Glutathionyl-2-4-dinitrobenzeéne) qui absorbe la lumiére a 340 nm. La densité optique mesurée
est directement proportionnelle a la quantité de conjugué formé, ce qui est intrinséquement li¢
a l'intensité de l'activit¢ GST (Habig et al., 1974).

Les échantillons (0.5 g) sont homogénéisés dans 5 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6).
L'homogénat est centrifugé ensuite a 14000 tours/minute pendant 30 minutes et le surnageant
récupéré sert de source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200 ul du surnageant avec
1,2 ml du mélange CDNB (1 mM)/GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml
¢thanol, 100 ml tampon phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée
pendant une minute, toutes les 15 secondes, a 340 nm contre un blanc contenant 200 ul d’eau

distillée remplacant la quantité de surnageant.

2 Analyse statistique

Un dispositif en split-plot a ét¢ utilisé pour l'analyse des résultats. Les résultats des indices
de germination (GP% ; MGT ; T50% ; IG; RLI ; PLI) et de 'activité des enzymes du systéme
antioxydant (CAT, GPOx, GST) ont été exprimés sous forme de moyenne de trois expériences
indépendantes (+ écart-type). A 1'aide d'une analyse de variance a un facteur (ANOVA), avec
p<0,05, les résultats ont été testés afin de détecter les différences significatives entre les valeurs
moyennes obtenues sous les différents traitements avec Cd et/ou Ni. Les données des indices
de longueur des plantules RLI et PLI pour chaque période (10, 20 et 30 jours) ont été testées
séparément pour détecter les différences significatives entre les groupes (y compris le groupe
témoin : n=135). Le test de Tukey avec p = 0,05 a été utilisé pour la comparaison des moyennes
des résultats significativement différents. Les analyses statistiques ont été effectuées avec le
logiciel IBM SPSS version 25 (SPSS Inc. 2011). Enfin, pour une meilleure visualisation des

résultats, des histogrammes ont ¢té réalisés avec les logiciels R.
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3 Résultats

3.1 Pourcentage final de germination

Les variations du pourcentage final de germination (GP%) des graines de P. australis
dans le groupe témoin et sous les différentes doses simples et combinées de Cd et/ou de Ni sont
illustrées dans la Figure 14 (a ; b etc) et les tableaux (03 ; 04 et 05).

Globalement, les résultats montrent que les graines de P. australis, ont pu germer sous
toutes les doses testées. Comparativement au groupe témoin, toutes les doses de Cd et/ou de Ni
testées ont réduit le pourcentage final de germination, sauf sous Ni 30, 60 et 120 ppb ou nous
avons enregistré respectivement 96.33%, 96.67% et 96.00%, contre 95.33% dans le groupe
témoin. L'analyse statistique a révélé des différences significatives entre les effets des doses de
Cd (Fe,14 = 50.6; p = 0.000<0.05) ; Ni (Fe,14 = 47.49; p = 0.000<0.05) ; Cd +Ni (Fs,14 = 58.01;
p = 0.000<0.05). Cependant des variations non significatives entre les valeurs de GP% du
groupe témoin et celles des autres groupes traités avec de faibles doses de Cd (10, 30 ppb) et
de Ni (30, 60 et 120 ppb). Seule la dose de Cd (100 ppb) @ entrainé une réduction significative du
taux final de germination, avec un GP% de 76,67 %. En ce qui concerne les groupes traités avec
des doses élevées de Cd (100, 500 et 1000 ppm), de Ni (100, 500 et 1000 ppm), ainsi qu'avec
les trois doses mixtes, l'effet inhibiteur a été significatif sur le GP% de maniére dose-
dépendante. La figure 13, montre aussi que les premiers grains ont commencé a germer dans
le groupe témoin apres 5 jours tandis que dans les groupes traités par le Cd, les premiers grains
ont commencé a germer apres 6 jours dans les groupes traités avec 10, 30, 100 ppb et 100 ppm,
et aprés 7 jours sous 500 et 1000 ppm. Les dernic€res graines ont germé le 12éme jour dans
le groupe témoin et sous les faibles doses de Cd (10, 30 et 100 ppb) et entre le 14 ¢éme et
le 17 éme jour sous les doses 100, 500 et 1000 ppm.

Sous les différentes doses de Ni, les faibles doses de 30, 60 et 120 ppb ne semblent pas
avoir retardé la germination, et les premiers grains ont germé apreés 5 jours, comme chez
le groupe témoin. En revanche, sous les doses ¢élevées, le début de la germination a eu lieu apres
7 jours sous 100 et 500 ppm, et apres 8 jours sous 1000 ppm. Les derniers grains ont germé
le 12éme jour sous 30 et 60 ppb et le 14éme jour sous 120 ppb. Dans les groupes traités par
les doses 100 et 500 ppm, les dernieres graines ont germé le 15¢me jour, mais sous 1000 ppm,
c'était le 18¢me jour. En ce qui concerne l'effet des doses mixtes sur la germination, les premiers
grains ont commencé a germer apres 7 jours dans les groupes traités avec
Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppby €t Cd (100 ppm)+N1 (100 ppm), €t le 8 eéme jour sous Cd (100 ppb) TN1 (1000 ppm)-

Quant aux derniers grains, ils ont germé le 15 ¢me, le 18 eéme et le 20 éme jour.
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Fig. 14. Pourcentage final de germination des graines de Phragmites australis (GP%) apres 20

jours d'exposition a différentes concentrations de Cd (a), Ni (b), et Cd + Ni (¢) (Moyenne de 3
expériences indépendantes ; n = 3).
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3.2 Indices de germination

3.2.1 Temps moyen de germination (MGT)

Les résultats de I’indice du temps moyen de germination (MGT) sont présentés dans
les tableaux (03 ; 04 et 05). Les résultats indiquent que toutes les doses de Cd, de Ni et de
Cd+Ni ont retardé la germination des graines de P. australis. Par rapport au groupe témoin,
les différences étaient statistiquement significatives pour Cd (Fs,14 = 90,79 ; p= 0,000 < 0,05) ;
Ni (Fe,14 =94,11 ; p= 0,000 <0,05) et Cd + Ni (Fe,14 = 89,57 ; p = 0,000 < 0,05).

Sous les doses de Cd, le test post-hoc de Tukey a révélé trois ensembles ou groupes
homogenes significativement différents : le groupe témoin, le deuxiéme (groupes traités avec
10, 30 et 100 ppb), et le troisiéme (groupes traités avec 100, 500 et 1000 ppm). Par rapport a ce
qui était enregistré¢ dans le groupe témoin (MGT = 8,13 jours), le temps de germination moyen
le plus long a été enregistré dans les groupes de 100, 500 et 1000 ppm, avec 10,54, 10,40 et
10,20 jours, respectivement.

Sous l'exposition aux différentes doses de Ni, le test de Tukey arévélé que les valeurs du
MGT pour les six doses testées, ainsi que pour le groupe témoin, €taient presque toutes
statistiquement différentes. Le MGT le plus long a été enregistré dans le groupe de Ni (100 ppm)s
avec 13,75 jours, et le plus bas MGT = 8,78 jours a été enregistré dans le groupe traité par
Ni (30 ppb)-

Sous les doses mixtes, le test de Tukey a révélé trois ensembles ou groupes homogenes :
le groupe témoin, le second : Cd 1000 ppm) TNi(120 ppb) » €t le troisiéme [Cd (100 ppm) TN1 (100 ppm) €t
Cd (100 ppb) N1 (1000 ppm)]. Le temps de germination moyen était plus long sous la dose mixte
Cd(1000 ppm) TNi(120 ppb) que sous la dose individuelle Cd 1000 ppm). Mais MGT semble étre plus

long sous la dose individuelle Ni 1000 ppm) que sous la dose mixte Cd (100 ppby TNi (1000 ppm) -
3.2.2 Temps de 50% de germination (T50%)

Le temps nécessaire pour atteindre 50% de la germination finale corrobore les résultats
de l'indice MGT ; toutes les doses de Cd, Ni et Cd + Ni ont provoqué un retard dans la
germination (Tab: 03 ; 04 et 05). Par rapport au groupe témoin, les différences étaient
statistiquement significatives pour Cd (Fe14=36,93 ; p = 0,000<0,05), Ni (F6,14=37,02 ; p=
0,000<0,05) et Cd + Ni (Fe14= 39,47 ; p= 0,000<0,05).

Les valeurs de l'indice T50% augmentent avec l'augmentation des doses. Cependant,
les différences n’étaient pas significatives entre les valeurs du T50% du groupe témoin et ceux

traités avec les doses fiables (Cd : 10, 30 et 100 ppb et Ni : 30, 60 et 120 ppb).
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Contrairement aux groupes traités avec 100, 500 et 1000 ppm de Cd et Ni et aussi les doses

mixtes, les différences étaient significatives. Par rapport au groupe témoin, les doses de
Cd (1000 ppm) €t Ni (1000 ppm) Ont retardé le T50% de germination de plus de 2 et 4 jours,

respectivement.
3.2.3 Indice de germination (IG)

L'indice de germination (IG) représente la corrélation entre le taux de germination
quotidien et le taux de germination maximum. Dans la présente étude, les valeurs de I'IG dans
tous les groupes traités étaient significativement inférieures a celles du groupe témoin (Tab :
03 ; 04 et 05).

L'indice IG a diminué progressivement avec 1’augmentation des doses de Cd et Ni.
Le groupe témoin avait la valeur la plus ¢élevée, IG = 12,24 grain.jour’, tandis que dans
les groupes traités avec Ni(1000 ppm), Cd(100 ppb) TNi(1000 ppm) €t Cd(1000 ppm) +Ni(120 ppb) NOUS avons
enregistré les valeurs les plus faibles ; IG = 4,26, 4,61 et 4,99 grain.jour, respectivement.

L’ANOVA a révélé un effet négatif significatif des doses testées sur IG:
Cd (Fe,14 = 147,32 ; p = 0,000 < 0,05), Ni (Fe,14= 156,34 ; p = 0,000 < 0,05) et Cd + Ni (Fe,14=
121,86 ; p = 0,000 < 0,05). Le test de Tukey a montré que les valeurs de I'lG étaient
significativement différentes entre la majorité des groupes traités. Comparativement aux autres
indices, les valeurs de 1'IG étaient méme différentes entre les faibles doses testées de Cd et Ni

(Tab: 03 ;04 et 05).
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Tab. 03 : Pourcentage final de germination (GP%), Temps moyen de germination (MGT),
Temps jusqu'a 50% de germination (T50%), Germination indice (IG) de graines de P. australis
a différentes doses de Cd, mesurées au 20eme jour. Les valeurs représentent les moyennes de
3 répétitions de 100 graines chacune (n = 3) (£ Sd). Les valeurs les plus élevées sont indiquées
par lalettre (a). Les valeurs avec des lettres différentes dans une méme colonne présentent des
différences statistiquement significatives (p<0,05, test de Tukey).

Indices de Germination

Traitement Cd ~=577 MGT Gour) T 50% (jour) 1G (grain jour’)
Control 9533 +4.61% 8.13+£027° 825+0.067° 12.24+0.18°
10 ppb 91.00£3.00% 9.37+0.61° 8.81+0.046% 9.87+029°
30 ppb 87.33+4.04% 933+0.14° 8.79+0.070° 9.47+0.48°
100 ppb 76.67+1.52% 9.16+0.11°% 8.65+0.072° 8.50+0.13°¢
100 ppm 73.00£2.64% 10.54+£0.12% 9.90+0.59* 7.17+0.32¢
500 ppm 69.00+5.00° 1040+0.16% 10.36=0.18% 6.81+0.40¢

1000 ppm 52.67+3.05° 1020+ 0.15* 10.25+0.12% 5.31+£0.36°

Tab. 04 Pourcentage final de germination (GP%), Temps moyen de germination (MGT),
Temps jusqu'a 50% de germination (T50%), Germination indice (IG) de graines de P. australis
a différentes doses de Ni, mesurées au 20éme jour.

Traitement Indices de Germination

Ni GP (%) MGT (jour) T 50% (jour) IG (grain.jour")
Control 95.33+4.61% 8.13+027°¢ 825+0.067¢ 1224+0.18°
30 ppb 96.33+£2.08% 8.78+0.14% 840+0.09°¢ 11.22+0.07%
60 ppb 96.67+1.53% 9.00+0.07¢ 845+0.05° 10.91+£0.24%
120 ppb 96.00+3.46% 9.84+028° 8.77+0.16° 10.02+0.32°
100 ppm 65.00+4.36° 11.01£0.08° 9.92+0.09° 6.06+0.31¢
500 ppm 57.00+7.55% 11.38+0.30" 1120+£0.23" 5.18 +1.06 %

1000 ppm 55.67+7.64° 13.75+0.38% 12.39+£0.97% 4.26+0.48°

Tab. 05 : Pourcentage final de germination (GP%), Temps moyen de germination (MGT),
Temps jusqu'a 50% de germination (T50%), Germination indice (IG) de graines de P. australis
a différentes doses mixtes de Cd+Ni, mesurées au 20¢me jour.

Indices de Germination
GP (%) MGT (jour) T 50% (jour) 1G (grainjour!)
Control 9533+ 4.61% 8.13+027¢ 825+0.067¢ 12.24+0.18°
Cd (1000ppm) +Ni (120ppm) ~ 50.67£4.73° 10.60 +0.44° 1032 +£0.23¢ 4.99+0.74°
Cd (100ppm) + Ni (100ppm) 61.00+ 6.56° 12.80+0.19* 13.35+0.13% 5.06+0.41°
Cd (100ppb) + Ni (1000ppm) ~ 54.00+ 6.00° 1242 £0.58% 12.59+0.23° 4.61 +0.27"

Treatment Cd+Ni
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3.2.4 Indice de longueur de la radicule et de 1a racine (RLI)

L'indice de la longueur des radicules et des racines (RLI) mesuré a 10, 20 et 30 jours sous
des doses simples et combinées de Cd et/ou de Ni est illustré dans les figures 15, 16 et 17 (A,
B, O). Les résultats sous les doses simples de Cd (Fig.15 : A, B et C) et de Ni (Fig.116 : A, B
et C), ainsi que sous les doses mixtes Cd+Ni (Fig.17: A, B et C) ont révélé un effet dose-

dépendant sur la croissance en longueur des racines.
3.2.4.1 Indice de longueur de la racine (RLI) sous les doses de Cd

Sous les différentes doses de Cd et aprés 10 jours, l'inhibition de la croissance était
¢vidente chez tous les semis (Feog = 143,70 ; p = 0,000 < 0,05). Par rapport au groupe témoin,
toutes les graines traitées ont montré une réduction significative, sauf pour le groupe dans lequel
les graines ont été traitées avec Cdio ppb). Dans ce groupe, nous avons enregistré une tres 1égere
réduction de l'indice de longueur des racines RLI = 95,5% (+ 8,12). Contrairement aux autres
groupes, notamment ceux traités avec 100, 500 et 1000 ppm, ou les valeurs de l'indice de
longueur des racines étaient < 51 %.

Concernant les valeurs de RLI apres 20 jours (Fsos = 80,55 ; p= 0,000 < 0,05 (Fig.15-B)
et 30 jours (F6,98 = 180,21 ; p = 0,000 < 0,05) (Fig.15-C), les résultats étaient comparables a
ceux trouvés apres 10 jours. Cependant, sous les faibles doses de 10, 30 et 100 ppb, l'effet
négatif de Cd était plus prononcé apres 30 jours (RLI = 67,77 ; 58,92 et 53,50 ; respectivement)
qu'apres 10 et 20 jours de traitement. La réduction de la croissance en longueur des racines dans
les groupes traités avec 100, 500 et 1000 ppm ne semble pas varier de maniere significative
entre les trois périodes (10, 20 et 30 jours). Contrairement a ce qui avait été¢ observé apres 10
jours d'expérimentation, nous avons constaté la présence de tissus nécrosés dans les racines des

graines traitées avec 100, 500 et 1000 ppm de cadmium apres 20 et 30 jours d'expérimentation.
3.2.4.2 Indice de longueur de la racine (RLI) sous les doses de Ni

Lesrésultats de I’effet des doses simples de Ni sur la croissance en longueur de la radicule
et de la racine sont illustrés dans la figure (Fig.16 : A, B et C). Les résultats aprés 10 jours
(Feog = 376,08 ; p = 0,000 < 0,05) ont révélé un effet dose-dépendant sur la croissance des
racines. L'inhibition de la croissance en longueur des racines a augmenté avec 1’augmentation
des doses. Le taux le plus élevé de croissance a €té enregistré sous Ni3o ppb) avec RLI = 84,60%
et le plus bas sous la dose Ni (1000 ppm) avec RLI = 6,55%.

A ce stade de croissance racinaire (10 jours), la dose de Ni (1000 ppm) Semble affecter plus

la croissance racinaire que le Cd (1000 ppm) - Apres 20 jours (Feos = 140,17 ; p = 0,000 < 0,05),
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la tendance d’inhibition était similaire a celle observée apres 10 jours, sauf que Ni (30 ppb)

ne diminue pas significativement la croissance. Aussi, sous la dose de Ni (1000 ppm) ne semble
pas significativement différente de Ni (500 ppm) €t N1 (100 ppm). Apres 30 jours (Feos=314,03 ;p=
0,000 < 0,05), latendance est la méme qu'apres 10 et 20 jours. Comparativement aux résultats
du groupe contrdle, toutes les doses ont diminué la croissance. Il n’y a pas de différence
significative entre les résultats sous les faibles doses 30 ; 60 et 120 ppb ou nous avons enregistré
69,42 ; 68,76 et 69,48%, respectivement. Pareil sous 100, 500 et 1000 ppm 41,63 ; 39,95 et

39,01%, respectivement.
3.2.4.3 Indice de longueur de la racine (RLI) sous les doses mixtes

Les résultats de I’effet des doses combinées sur la croissance en longueur de la radicule
et de la racine sont illustrés dans la figure (Fig.17 : A, B et C). Les résultats indiquent que dans
les trois périodes, toutes les doses inhibent significativement la croissance racinaire. Apres 10
jours (Feos = 121,57 ; p = 0,000 < 0,05), apres 20 jours (Feos = 49,94 ; p = 0,000 < 0,05), et
apres 30 jours (Feos=306,70 ; p = 0,000 < 0,05).

Le plus haut taux de croissance a été enregistré sous la dose mixte Cd(100 ppm) T Ni(100 ppm),
avec RLI= 63,64% - 70,46% et 51,50% apres 10-20 et 30 jours. Le plus bas taux de croissance
a été enregistré sous la dose mixte Ni(1000 ppm) T Cd(100 ppb) apres 10 jours (RLI de 8,50%). Mais
apres 20 et 30 jours, la dose mixte Cdooo ppm) + Nig20 ppty semble affecter davantage
la croissance racinaire, ou RLI ¢était de 51,75% et 41,12%, respectivement.

Comparativement aux résultats enregistrés sous les doses simples, tous les doses mixtes
ont montré un effet inhibiteur sur la croissance des racines inférieur a celui de leurs doses
individuelles respectives. Dans les trois périodes (10, 20 et 30 jours), RLI sous Cd (1000 ppm) €tait
de 43,33% - 42,67% et 39,83%, respectivement ; inférieur a celui mesuré sous la dose mixte
Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppb) 0U RLI =46,88% - 51,75% et 41,12%. Sous la dose simple Ni (1000 ppm),
le RLI était de 6,55% - 41,47% et 39,01% ; mais sous la dose mixte Ni(1000 ppm) T Cd100 ppb) l&
RLI était de 8,50% - 66,91% et 50,38%. Sous les doses simples de Cd (100 ppm), le RLI était de
51,29% - 53,66% et 50,04% ; et sous Ni (100 ppm), le RLI était de 48,83% - 41,63% et 39,01%.
Cependant, sous la dose mixte Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm), le RLI était plus élevé : 63,64%
-70,46% et 51,50%.
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Fig. 15 : Indices de longueur des racines (RLI) et des pousses (PLI) des graines germées a 10,
20 et 30 jours exposées a différentes doses de Cd. Les valeurs représentent les moyennes
(m = 15) (£ 8d). Les valeurs les plus élevées recoivent la lettre (a). Les valeurs avec des lettres
différentes présentent des différences statistiquement significatives (p=<0, 05, test de Tukey).
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Fig. 17 : Indices de longueur des racines (RLI) et des pousses (PLI) des graines germées a 10,
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moyennes (n = 15) (£ Sd). Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a). Les valeurs avec

des lettres différentes présentent des différences statistiquement significatives (p<0,05, test de
Tukey).
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3.2.5 Indice de longueur des pousses (PLI)

L’indice de croissance en longueur des pousses (semis) (PLI) mesuré a 10,20 et 30 jours
sous des doses simples et combinées de Cd et/ou de Ni est illustré dans les figures 14, 15 et 16

(D, E, F).
3.2.5.1 Indice de croissance en longueur des pousses (PLI) sous les doses de Cd

Les résultats de l'indice de longueur des pousses (PLI) des grains de P. australis germés
sous les six doses simples de Cd sont présentés dans les Fig.14 (D, E, F).

Aprés 10 jours, les résultats obtenus ont montré un fort effet négatif du Cd sur
la croissance en longueur des pousses (Feo0s=231,86 ; p= 0,000 < 0,05). Par rapport au groupe
témoin, une diminution significative de la valeur de PLI a été constatée dans tous les groupes
traités, a l'exception de la dose de Cd (10 ppv). L'effet inhibiteur n'a pas été statistiquement
différent sous toutes les autres doses, ou PLI varie entre 29,75 % et 36,92 %. Le PLI le plus
élevé était de 70,30 % dans le groupe traité avec Cdio ppb), tandis que le taux de croissance
le plus faible était PLI = 29,75 % enregistré dans le groupe traité¢ avec 1000 ppm.

Comparativement au groupe témoin, les résultats aprés 20 jours (Feos = 220,97 ; p =0,000
<0,05) et 30 jours (Fe,0s=181,92 ; p= 0,000 <0,05) de I'expérience ont montré que la tendance
de l'inhibition était similaire. Les valeurs de l'indice PLI dans les groupes traités ont montré une
diminution significative par rapport au groupe controle, a 1'exception du groupe traité par 10
ppm, ou une légere augmentation de l'indice a été enregistrée. Par rapport aux 10 et 20 premiers
jours de l'expérience, l'effet d'inhibition du Cd sur la croissance des pousses semble moins
important au 30-eme jour ; en particulier dans les groupes de graines traitées par 10, 30 et 100
ppb. Cela indique que la croissance en longueur des pousses était plus sensible au Cd dans

les 10 premiers jours.
3.2.5.2 Indice de croissance en longueur des pousses (PLI) sous les doses de Ni

Les résultats de l'indice de longueur des pousses (PLI) des grains germés sous les six
doses simples de Ni sont présentés dans la Fig.15 (D, E, F).
Dans les trois périodes, 'ANOVA a révélé un effet négatif significatif du facteur dose sur la
croissance en longueur des semis : aprés 10 jours (Feos = 826,39 ; p = 0,000 < 0,05); apres 20
jours (Feos = 66,06 ;p = 0,000 <0,05) et également apres 30 jours de I'expérience (Fe,14 =541,22
;p =0,000 < 0,05). Cependant, le test de Tukey a montré que les valeurs de PLI n'étaient pas
significativement différentes entre les groupes traités par les faibles doses (30, 60 et 120 ppb),

ni entre les groupes traités par les fortes doses (100, 500 et 1000 ppm). Sous les faibles doses,
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PLI était entre 99,23% et 103,78% apres 10 jours ; entre 98,98% et 100,27% apres 20 jours ; et
entre 99,53% et 101,78% apres 30 jours. Sous les fortes doses (100, 500 et 1000 ppm), L indice

PLI a indiqué que le taux de croissance était meilleur a 20 jours avec PLI = 61,11% - 59,05% -
58,47%. Apres 30 jours, PLI =50,76% - 50,03% - 50,87%. Et a 10 jours, PLI ¢tait le plus bas
avec 37,20% - 31,17% - 30,88%.

3.2.5.3 Indice de croissance en longueur des pousses (PLI) sous les doses mixtes

Les résultats de 1’effet des doses combinées sur la croissance en longueur des semis sont

illustrés dans la figure Fig.16 (D, E, F).
Les résultats indiquent que dans les trois périodes, toutes les doses combinées inhibent
significativement la croissance en longueur des semis : aprés 10 jours (Fsos = 121,7 ; p = 0,000
<0,05), apres 20 jours (Feos = 79,77 ; p= 0,000 < 0,05), et apres 30 jours (Feos = 68,08 ; p =
0,000 < 0,05). Le plus haut taux de croissance dans les trois périodes a été enregistré sous
la dose mixte Cdi00 ppm) T Ni(i00 ppm), avec PLI = 44,06% - 50,16% (aprés 10 et 30 jours).
Cependant aprés 20 jours, le PLI le plus élevé a été enregistré dans le groupe traité avec
Cd (100 ppb) + Ni(1000 ppm) avec 67,70%.

Globalement, la tendance de I’inhibition était similaire a celle observée pour la croissance
racinaire. La majorité des doses mixtes ont montré un effet inhibiteur moins prononcé sur
la croissance en longueur des semis que celui mesuré sous les doses individuelles
correspondantes. Les résultats montrent que dans les trois périodes de I’expérience (10, 20 et
30 jours), les doses mixtes de Cd + Ni ont entrainé une inhibition de la croissance des pousses
moins importante comparée aux doses individuelles correspondantes. Apres 10, 20 et 30 jours,
les valeurs de PLI sous la dose simple de Cd (1000 ppm) €tait de 29,75% - 38,94 % et 30,50%, alors
qu'avec la dose mixte Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppb), le PLI était 1égérement plus élevé: 32,11% -
41,75% et 31,55%.

Pareil sous la dose simple de Ni (1000 ppm), OU le PLI était de 30,88% - 58,47% et 50,87%,
tandis que la mixture Ni(1000 ppm)+ Cd(100 ppb) @ conduit a un PLI de 25,54% - 67,70% et 50,03 %.
Une tendance similaire a été observée en présence de Cd (100 ppm) €t/0u N1i (100 ppm).

Sous la dose simple de Cd (100 ppm), le PLI était de 31,67% - 48,22% et 51,81% ; et sous
Ni (100 ppm), le PLI était de 37,20% - 61,11% et 50,76%. Cependant, la mixture Cd (100 ppm) + Ni
(100 ppm) @ ameélioré 1€ gérement la croissance en longueur des semis (particulie¢rement apres 10 et

30 jours) ou le PLI était de : 44,06% - 55,51% et 51,56%.
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Fig. 18 : Plantules de Phragmites australis sous les différentes doses de Cd et/ou Ni apres 20
jours du test de phytotoxicité. A) sous les doses de Cd, B) sous les doses de Ni et C) sous
les doses mixtes de Cd + Ni.
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3.3 Enzymes du systéme antioxydant

3.3.1 Activité enzymatique du systéme antioxydant sous Cd

Les tableaux 07 ; 08 et 09 présentent les variations de 1'activité des enzymes : la Catalase
(CAT), la Guaicol-Peroxydase (GPOx), et la glutathion-S-transférase (GST) dans les différents
organes des semis de P. australis exposés a diverses doses de Cd.

Sous les différentes doses de Cd et dans les trois organes (feuilles, tiges et racines),
I'ANOVA a révélé un effet significatif du facteur dose sur l’activitt de CAT
feuilles (Fss6 = 352,71 ; p = 0,000 < 0,05), tiges (Fes56 = 5429,04 ; p = 0,000 < 0,05), racines
(Fes6=1032,87 ; p = 0,000 < 0,05). Cependant, le test de Tukey a montré que les différences
ne sont pas significatives entre les faibles doses et le témoin (tab). Sauf sous la dose de
Cd (100 ppby dans les feuilles et les tiges ou 'augmentation est statistiquement significative. Sous
les hautes doses, I’activit¢ du CAT est significativement stimulée et un effet dose-réponse
positif sur l'activité a été observé dans tous les organes. L'activité maximale dans les feuilles a
été enregistrée sous Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm) avec CAT = 22,54 et 22,61 pM.min™' mg™',
respectivement. Dans les tiges, les activités maximales étaient de CAT =2,45et22,61 uM.min ™!
mg~' sous Cd (1000 ppm). Dans les racines des plantules traitées avec Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm)s
les activités étaient de CAT =41,71 et 42,95 uM.min' mg™', respectivement.

Le rapport d'activité de la CAT entre la feuille et la racine était supérieur a 1 dans
le groupe témoin et les groupes traités avec de faibles doses de Cd. Le rapport CAT
feuille/racine le plus élevé a été enregistré sous 100 ppb de Cd, atteignant 2,66. Cependant, ce

rapport était inférieur a 1 sous les fortes doses de Cd, variant entre 0,53 et 0,58.

Quant a I’activité de GPOx, 'TANOVA a révélé un effet significatif du facteur dose dans
les trois organes (feuilles, tiges et racines) : feuilles (Fss6 = 136,29 ; p = 0,000 < 0,05), tiges
(Fe56 = 1870,20 ; p = 0,000 < 0,05), racines (Fs,56 = 7772,04 ; p = 0,000 < 0,05).

Apres 30 jours de germination, un effet dose-réponse positif du Cd sur l'activit¢ GPOx a

été observé dans les feuilles, les tiges et les racines (Tableau 2).
L'activité maximale a été enregistrée sous Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm) Sauf dans les feuilles, ou le
pic d'induction a été enregistré sous 100 ppm (GPOX =37,80 uM.min' mg™! Fw), puis l'activité
a diminué¢ de maniere significative dans les groupes traités avec Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm)
a 33,85 et 29,03 uM.min"' mg~! Fw, respectivement.

Contrairement a ce qui a été observé sous les hautes doses Cd (100 ; 500 et 1 000 ppm),
l'activité sous les faibles doses (en particulier a 10 et 30 ppb) n'était pas significativement

différente de celle du groupe témoin. Dans les racines, il n'y avait aucune différence
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statistiquement significative entre 1'activité GPOx dans le groupe témoin et les groupes traités

avec 10 ; 30 et 100 ppb.

Le rapport d’activité GPOx feuille/racine était supérieur a 1 dans le groupe témoin et
les groupes traités avec de faibles doses de Cd. Cependant, le rapport était inférieur a < 1 sous
les hautes doses. Cela démontre un doublement de l'activité GPOx dans les racines par rapport
aux feuilles (Tab. 07).

Le tableau 08 illustre les variations de 1’activité de la glutathion-S-transférase (GST) dans
les différents organes des semis de P. australis exposés a diverses doses de Cd. L’analyse de
variance a un facteur arévélé un effet significatif du facteur dose dans les trois organes (feuilles,
tiges et racines) : feuilles (Fes6 = 8103,497 ; p = 0,000 < 0,05), tiges (Fe 56 = 42,343 ; p=0,000
< 0,05), racines (Fss56 = 5831,158 ; p=0,000 <0,05).

Globalement, dans tous les organes l'activit¢ de la GST augmente avec 1’augmentation
des doses de Cd. Sous les faibles doses (10 ; 30 et 100 ppb) et comparativement au groupe
témoin, l'augmentation était significative dans les feuilles dés 10 ppb. Dans les racines,
I’augmentation est modérée et significative seulement sous Cd (100 ppb) ; par contre, dans les tiges,
il n'y a pas de différence significative entre les résultats sous les faibles doses testées et
le contrdle. Aux fortes doses (100 ; 500 et 1000 ppm), l'activité est maximale sous Cd (1000 ppm)
dans tous les organes, sauf dans les racines ou elle est maximale sous Cd 500 ppm) (GST = 1,75).
L'activité de GST est globalement plus élevée dans les feuilles et les racines que dans les tiges.
Le ratio feuilles/racines reste relativement stable, proche de 1, sauf pour le traitement a 10 ppb

ou il est significativement plus élevé GST feuille/racine = 1,33.
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Tab. 06 : Activité de la Catalase (CAT) dans les organes des semis de P. australis exposés a
différentes doses de Cd apres 30 jours de germination. Les données représentent la moyenne de
trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n = 9). Les valeurs les plus
elevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres différentes dans une méme
colonne présentent des différences statistiquement significatives (p<0,03, test de Tukey).

CAT activité¢ (uM. min"! mg™! Fw)

Traitement

Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine
Control 0,556+ 0,034 0,318+ 0,019° 0,379+ 0,057° 1,49+ 0,24
10 ppb 0,549+ 0,044¢ 0,297+ 0,031° 0,327+ 0,014° 1,69+ 0,19*
30 ppb 0,629+0,037°  0,307+0,016°  0,346+0,051°  1,85+£0,25°
100 ppb 0,934+ 0,061 0,378+ 0,022¢ 0,353+ 0,031 2,66+ 0,34°
100 ppm 11,72+ 1,24°> 1,57+ 0,04 20,50+ 2,16° 0,58+ 0,07¢
500 ppm  22,54+2.46°  1,77+0,06" 41,71+ 3,47 0,54+ 0,049
1000 ppm 22,614+ 3,44* 2,45+ 0,05° 42,95+ 2,74 0,53+ 0,094

Tab. 07 : Activité de 1a Guaicol-Peroxydase (GPOx) dans les organes des semis de P. australis
exposés a différentes doses de Cd apres 30 jours de germination. Les données représentent
la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n = 9).
Les valeurs les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres
différentes dans une méme colonne présentent des différences statistiguement significatives
(p=<0,05, test de Tukey).

GPOX activité (WM. min! mg™!' Fw)

Traitement Feuille Tige Racine Feuille/Ragine
Control 5.15£0.54 ¢ 1.26+£0.09° 2.19£0.17°  2,35+0,04°
10 ppb 4.74+0.69 ¢ 1.7940.13 % 2.55+0.34¢  1,86+0,20°
30 ppb 5.68+0.33° 1.87+0.07 % 2.76+£0.26°  2,06+0,26°
100 ppb 11.8741.19¢ 3.11£0.23¢ 291£0.45°¢  4,07+0,99 ?
100 ppm  37.80+3.62* 22.90+1.29° 62.43+2.89°  0,61+0,05 ¢
500 ppm  33.85£3.22° 25.91+1.63° 68.88+0.55%  0,49+0,04 °
1000 ppm  29.03+2.73 ¢ 31.35+1.28% 68.39+0,69°  042+0,03 °

Tab. 08 : Activit¢ de la glutathion-S-transférase (GST) dans les organes des semis de
P. australis exposés a différentes doses de Cd aprés 30 jours de germination. Les données
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n
= 9). Les valeurs les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres
différentes dans une méme colonne présentent des différences statistiquement significatives
(p=<0,05, test de Tukey).

GST activité (uM. min™! mg™! Fw)

Traitement Feuille Tige Racine Feuille/Ragine
Control 0,180+ 0,021 0,089+ 0,005¢ 0,158+ 0,013°  1,14+£0,13"
10 ppb 0,236+ 0,027 0,085+ 0,008° 0,177+ 0,014  1,33+0,10°
30 ppb 0,224+ 0,025°  0,093£0,011°  0,193+£0,020°  1,16+0,05°
100 ppb 0,299+ 0,016 0,086+ 0,019° 0,302+ 0,032¢ 0,99+ 0,08°
100 ppm 1,49+ 0,013 1,14£0,031° 1,510,025 0,98+ 0,04¢
500 ppm 1,54+ 0,028°  1,15£0,021°  1,75+£0,019°  0,88+0,02¢
1000 ppm 1,76+ 0,034*  1,19+0,016° 1,60+ 0,058° 1,10+ 0,10°

* Afin de différencier des valeurs numériques tres proches, celles-ci sont présentées avec trois

chiffres apres la virgule.
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3.3.2 Activité enzymatique du systéme antioxydant sous Ni

Les tableaux 09 ; 10 et 11 présentent les variations de l'activité¢ des enzymes : la Guaicol-
Peroxydase (GPOx), la Catalase (CAT) et 1a glutathion-S-transférase (GST) dans les différents
organes des semis de P. australis exposés a diverses doses de Ni.

L’analyse de variance a un facteur a révélé un effet significatif du facteur dose sur
I’activité de la Catalase (CAT) dans les trois organes (feuilles, tiges et racines) : feuilles (Fe 56
= 5429,66 ; p = 0,000< 0,05), tiges (Fs56 = 187,54 ; p = 0,000 < 0,05), racines (Fes6=1110,53
; p=0,000 < 0,05).

Le test de comparaisons multiples de Tukey a révélé un effet non significatif des faibles
doses sur I’activit¢ de CAT dans les trois organes. Comparativement aux résultats dans
le groupe témoin, les faibles doses inhibent 1'activité du CAT dans les feuilles et la stimulent
dans les tiges et les racines, contrairement a ce qui a €té observé sous Cd.

En revanche, a partir de 100 ppm, il y a une trés forte induction de l'activité CAT,
augmentant de fagon dose-dépendante. Le pic d’induction a été enregistré dans les organes des
plantes qui ont poussé sous Ni(1000 ppm)-

Contrairement aux résultats sous Cd, le ratio CAT feuilles/racines sous les différentes
doses de Ni reste stable autour de 1, ou le ratio le plus élevé a ét¢ enregistré dans le groupe
témoin CAT feuilles/racines = 1,14.

Les résultats de I’activité de la GPOx dans les différents organes des semis de P. australis
exposés a diverses doses de Ni sont illustrés dans le tableau 10. L'ANOVA a révélé un effet
significatif du facteur dose sur I’activité de la GPOx dans les trois organes (feuilles, tiges et
racines) : feuilles (Fes6 = 284,87 ; p = 0,000 < 0,05), tiges (Fss56 = 285,91 ; p = 0,000 < 0,05),
racines (Fss6 =289,03 ; p =0,000 < 0,05).

Aux faibles doses de Ni (30 ;60 et 120 ppb), il n'y a pas de variation significative de
l'activité GPOx par rapport au contrdle, dans aucun des organes. A I’inverse de ce qui a été
observeé sous les faibles doses de Cd, particulierement dans les feuilles et les tiges.

Sous les hautes doses et a partir de Ni (100 ppm), On observe une augmentation
dose-dépendante trés significative de 1'activité GPOx dans tous les organes. L'activité maximale
a ¢té enregistrée sous Cd (1000 ppm) avec GPOx = 36,09 ; 17,24 et 42,15 pM.min™' mg™',
respectivement, dans les feuilles, tiges et racines. La méme tendance sous les hautes doses de
Cd, mais il semble que I’induction de GPOx était plus faible sous Ni que Cd.

Globalement, quelle que soit la dose de Ni, l'activité GPOx est toujours plus élevée dans
les racines comparativement aux parties aériennes (feuilles et tiges). Le ratio GPOx

feuilles/racines diminue de fagon marquée avec l'augmentation des doses de Ni, trés similaire
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a ce qui a été enregistré sous les doses de Cd.

Le tableau 11 illustre les variations de 1’activité de la glutathion -S-transférase (GST) dans
les différents organes des semis de P. australis exposés a diverses doses de Ni. L’analyse de
variance a révélé un effet significatif du facteur dose sur I’activité de la GST dans les feuilles,
les tiges et les racines : feuilles (Fes6 = 275,52 ; p = 0,000 < 0,05), tiges (Fese = 322,34 ;
p = 0,000 <0,05), racines (Fe,56= 318,88 ; p = 0,000 < 0,05).

Sous les faibles doses de Ni (30 ; 60 et 120 ppb) et comparativement au groupe témoin,
il n'y a pas d'induction significative de l'activité GST. Contrairement a ce qui a été observé sous
Cd, particulierement dans les feuilles et les racines, ou des doses inférieures de Cd (10 ; 30 et
100 ppb) ont significativement stimulé 1’activité de GST.

Sous les hautes doses et a partir de 100 ppm, on observe une augmentation dose-
dépendante de l'activité GST dans tous les organes. Cependant, I’induction maximale dans
les feuilles et les tiges a été enregistrée sous Nigi00 ppm) €t non sous Ni(1000 ppm) cOmme dans
les racines, et sous les hautes doses de Cd.

Globalement, I'induction est maximale dans les racines, intermédiaire dans la tige et
moindre dans les feuilles. Ceci est confirmé par la diminution marquée du ratio GST
feuilles/racines avec l'augmentation des doses de Ni.

L'activité de GST dans les feuilles et les tiges sous Ni est plus ou moins similaire a celle
sous Cd, mais les hautes doses de Cd semblent stimuler 1’activité de GST deux fois plus que Ni

dans les racines (Tableaux 08 et 11).
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Tab. 09 : Activité de la Catalase (CAT) dans les organes des semis de P. australis exposés a
différentes doses de Ni apres 30 jours de germination. Les données représentent la moyenne de
trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n = 9). Les valeurs les plus
elevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres différentes dans une méme
colonne présentent des différences statistiquement significatives (p<0,03, test de Tukey).

CAT activité (uM. min"! mg™! Fw)

Traitement Feuille Tige Racine Feuille/Ragine
Control 0,556+ 0,034°  0318+0,019° 0,379+ 0,057° 1,49+ 0,24

30 ppb 0,528+ 0,040°  0,338+0,028°  0,591+0,010° 0,893+ 0,08°
60 ppb 0,551+ 0,012¢ 0,339+ 0,023¢ 0,553+ 0,040° 1,001+ 0,08
120 ppb 0,531+ 0,016° 0,353+ 0,038 0,543+ 0,033¢ 0,982+ 0,07°
100 ppm 64,84+ 3,09 6,20+ 1,19° 60,41+ 7,38° 1,088+ 0,14°
500 ppm 117,20+ 4,99 14,35+ 1,49 128,37+ 9,88° 0,918+ 0,08°
1000 ppm 208,33+ 6,45° 16,56+ 3,69 224,16+ 16,75° 0,933+ 0,06*

Tab. 10 : Activité de la Guaicol-Peroxydase (GPOx) dans les organes des semis de P. australis
exposés a différentes doses de Ni aprés 30 jours de germination. Les données représentent la
moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n = 9). Les valeurs
les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres différentes dans

une méme colonne présentent des différences statistiquement significatives (p<0,05, test de
Tukey).

GPOX activité (uM. min"! mg™! Fw)

Traitement Feuille Tige Racine Feuille/Ragine
Control 515£0.54 9 126£0.09°¢ 2,19+0,17¢ 235+0,04°
30 ppb 539+0,58¢ 1,68+0,11° 2,17+0,09° 1,86+ 0,20°
60 ppb 536+0,40% 1,79+0,09° 2,71+0,16° 2,08 +0,26°
120 ppb 517+0,31¢ 1,75+0,15° 2,91+0,45  420=1,00°
100 ppm 18,06+1,34°  8,34+143°> 2621+4,17°  0,62+0,07°
500 ppm  21,5243,59° 15,92+1,64* 29,58+2,73° 0,49 + 0,04°
1000 ppm  36,09+4,06° 17,24+2.51° 42,15+6,06° 043 +0,03°

Tab. 11 : Activit¢ de la glutathion-S-transférase (GST) dans les organes des semis de
P. australis exposés a différentes doses de Ni apres 30 jours de germination. Les données
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n
= 9). Les valeurs les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres
différentes dans une méme colonne présentent des différences statistiquement signific atives
(p=<0,05, test de Tukey).

GST activité (uM. min! mg™! Fw)

Traitement Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine
Control 0,180 0,021 0,089 + 0,005 0,158 £0,013°  1,14+0,13*
30 ppb 0,252 +0,030° 0,089 +0,004° 0,258 = 0,026° 0,98+0,11°
60 ppb 0,246 +0,008° 0,087 £0,004° 0,277 £0,017° 0,88+ 0,05"
120 ppb 0,296 +0,027° 0,091 +0,004° 0,319 +0,028°  0,93+0,03"
100 ppm 1,74 +0,15° 1,59 £0,097*° 3,50+ 0,30° 0,49+0,03¢
500 ppm 1,58 +£0,29% 1,27+£0,28°  3,59+032° 0,44+ 0,09°
1000 ppm 1,46 + 0,08 1,25+0,06°  4,11+0,70*°  0,43+0,10°

*Afin de différencier des valeurs numériques tres proches, celles-ci sont présentées avec
trois chiffres apres la virgule.
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3.3.3 Activité enzymatique du systéme antioxydant sous les doses mixtes

Les tableaux 12 ; 13 et 14 présentent les variations de 'activité des enzymes : la Catalase
(CAT), la Guaicol-Peroxydase (GPOx), et la glutathion-S-transférase (GST) dans les différents
organes des semis de P. australis exposés a diverses doses mixte de Cd+ Ni.

Quelles que soient les doses mixtes utilisées, on observe une trés forte induction de
l'activit¢ CAT par rapport au controle non traité et cela dans les trois organes ; feuilles (Fes6 =
3795,78; p = 0,000 < 0,05), tiges (Fes6 = 785,80; p = 0,000 < 0,05), racines (Fess56 = 2084,30; p
=0,000 < 0,05).

Comparativement a la dose simple de Cd (1000 ppm), 'ajout de faible dose de Ni (120 ppb)
stimule davantage l'activité de la CAT dans les trois organes, particulierement dans les racines,
ou l'activité a augmenté de pres de 19 % par rapport a la dose simple.

Pareil, sous Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm), Une légere augmentation de l'activité a été observée
dans les feuilles (+2 %), la tige (+4 %), et d’environ 4,5 % dans les racines par rapport a la dose
simple N1 (1000 ppm)-

Sous 100 ppm de Cd et de Ni, la dose simple de Ni(i00 ppm) Stimule davantage 'activité de
la CAT que sous Cdq100 ppm) seul. La dose de Cd(100 ppm)+ Ni(100 ppm) diminue légerement l'activité
par rapport a la dose simple de Niqoo ppm), mais l'augmente de manicre significative
comparativement a Cd(i00 ppm) seul. Le ratio CAT feuille/racine sous Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb) €t
Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm) €St similaire a celui observé sous les doses simples de Cd (1000 ppm) €t
Ni (1000 ppm), T€Spectivement. Méme constatation sous la dose mixte de Cd 100 ppm) + Ni(100 ppm)
comparativement a la dose simple Ni(ioo ppm). En revanche, le ratio est presque a doublé par

rapport a celui observé sous la dose Cd(100 ppm).

Concernant les résultats de I’activité de la GPOx, 'ANOV A a également révélé un effet
significatif du facteur dose dans les feuilles (Fs56= 151,91 ; p= 0,000 < 0,05), les tiges (Fes56 =
318,19 ; p=10,000 < 0,05) et les racines (Fss56 = 897,18 ; p = 0,000 < 0,05).

Comparativement aux doses simples de Cd (1000 ppm) 0u Ni (1000 ppm), I activité de la GPOx
sous les doses mixtes de Cd (1000 ppm) T N1 (120 ppb) €t Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm) €5t trés similaire.
Cependant, I'addition de Ni (120 ppb) @ Cd (1000 ppm) provoque une légere diminution d’activité dans
les feuilles et les tiges, et une faible augmentation dans les racines, comparativement au
Cd (1000 ppm)- Par contre, 1'addition de Cd (100 pps) @ N1 (1000 ppm) €ntraine une faible augmentation
de l'activit¢ dans les feuilles et les tiges, et une trés légére diminution dans les racines,

comparativement sous Ni (1000 ppm) s€ul.
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Sous 100 ppm de Cd et de Ni, la dose simple de Ni (100 ppm) stimule moins l'activité de

la GPOx que sous Cd (100 ppm)- L'inverse de ce qui été observé pour I'activité de CAT, qui est
plus stimulée par Ni (100 ppm) que par Cd (100 ppm).

La dose de Cd (100 ppm)+ Ni (100 ppm) diminue légerement l'activité de la GPOx par rapport
a la dose simple de Cd (100 ppm), mais l'augmente de maniére significative comparativement a
Ni (100 ppm) seul. Le ratio GPOx feuille/racine sous Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb) €St similaire a celui
observé sous les doses simples de Cd (1000 ppm). Pareil comparativement sous la dose mixte de
Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm) €t les deux doses simples Cd (100 ppm) €t Ni (100 ppm). En revanche, sous
Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm) le ratio est plus que doublé par rapport a celui observé sous la dose

simple de Ni (1000 ppm)-

Le tableau 14 illustre les variations de l'activité de la glutathion-S-transférase (GST) dans
les différents organes des semis de P. australis exposés a différentes doses mixtes de Cd + Ni.
L'analyse statistique a révélé un effet négatif significatif des doses testées sur l'activité de la
GST dans tous les organes des plantules : feuilles (Fes6 = 1011,77 ; p = 0,000 < 0,05), tiges
(Fe56 =256,62 ; p= 0,000 < 0,05), racines (Fs56 = 3795,90 ; p = 0,000 < 0,05).

Comparativement sous la dose simple de Cd (1000 ppm), 1'ajout de la faible dose de
Ni (120 ppb) @ Cd (1000 ppm) diminue 'activite de la GST dans les trois organes : moins de (- 8 %),
dans les feuilles, moins de (- 21 %) dans la tige et environ moins de (-11 %) dans les racines.
A P’inverse I’addition de Cd (100 ppty @ N1 (1000 ppm), augmente I'activité de la GST dans les trois
organes par a port Ni (1000 ppm) S€ule : plus de (+13 %) dans les feuilles, (+20 %) dans la tige, et
(+ 6 %) dans les racines par rapport a la dose simple Ni (1000 ppm)-

Concernant les résultats sous 100 ppm de Cd et de Ni, la dose simple de Ni (100 ppm) Stimule
davantage l'activité de la GST que sous Cd 100 ppm), particulierement dans les racines. La dose
mixte de Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm) diminue l'activité dans les trois organes par rapport a la dose
simple de Niqoo ppm). Comparativement a la simple dose Cdoo ppm), la dose mixte
Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm) diminue l'activité dans les feuilles, mais I'augmente d'environ 70% dans
les racines.

Le ratio de IDactivit¢ GST feuille/racine sous Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb) €t
Cd (100 ppby + N1 (1000 ppm) €st similaire a celui observé sous les doses simples de Cd (1000 ppm) €t
Ni (1000 ppm), respectivement. Cependant, sous la dose mixte de Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm), 1’ activité
de la GST est environ deux fois plus faible que sous Cd100 ppm), €t reste proche de celle observée

sous la dose simple de Ni(i00 ppm) (Tab. 14).
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Tab. 12 : Activité de la Catalase (CAT) dans les organes des semis de P. australis exposés a
différentes doses mixtes de Cd +Ni apres 30 jours de germination. Les données représentent la
moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions (n =9). Les valeurs
les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres différentes dans

une méme colonne présentent des difféerences statistiquement significatives (p<0,05, test de
Tukey).

« e, - -1 -1
Traitement Cd-Ni GPOX activité¢ (uM. min™ mg~ Fw)

Leaf Stem Root Leaf/ Root %
Control 5.15+0.54 ¢ 1.26+0.09 © 2.19+0.17 ¢ 2,35+0,04 ¢
Cd(1000ppm) +Ni(120ppb) 28,91+£3,52°  29,56+2,85*  70,53+2,69? 0,41+0,05¢
Cd(100 ppm)+ Ni(100ppm) 34,13+ 4,39°  20,20+1,98° 52,19+ 3,44° 0,65+0,08¢
Cd (100 ppb)+N1(1000 ppm) 39,0944,65% 19,96 +1,96°  39,89+3,80° 0,98 +0,10°

Tab. 13 : Activité de la Guaicol-Peroxydase (GPOx) dans les organes des semis de P. australis
exposés a différentes doses mixtes de Cd +Ni apres 30 jours de germination. Les données
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois répétitions
(n =9). Les valeurs les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec des lettres
différentes dans une méme colonne présentent des différences statistiqguement signific atives
(p=<0,05, test de Tukey).

CAT activité (uM. min' mg™! Fw)

Traitement Cd+Ni Leaf Stem Root Leaf/ Root %
Control 0,556+ 0,0349 0,318+ 0,019¢ 0,379+ 0,057¢ 1,49+ 0,242
Cd(1000ppm) +Ni(120ppb) 24,0543,08° 2,78+ 0,142° 50,94+ 2,564° 0,47 + 0,045
Cd100 ppm)+Ni(100ppm) 59,30+ 4,21° 5,63+ 0,46° 56,12+ 2,46° 1,06+ 0,097°

Cd 100 ppb)+N1(1000 ppm) 212,69+7,67% 17,28+1,53* 233,99+12,96*  0,91+0,035°

Tab. 14 : Activit¢ de la glutathion-S-transférase (GST) dans les organes des semis de
P. australis exposés a différentes doses mixtes de Cd +Ni apres 30 jours de germination. Les
données représentent la moyenne de trois expériences indépendantes, chacune avec trois
répétitions (n = 9). Les valeurs les plus élevées sont indiquées par la lettre (a). Les valeurs avec
des lettres différentes dans une méme colonne présentent des différences statistiquement
significatives (p<0,05, test de Tukey).

GST activité (uM. min"! mg’! Fw)

Traitement Cd+Ni

Leaf Stem Root Leaf/ Root %
Control 0,180+ 0,021°¢ 0,089+ 0,005¢ 0,158+0,013¢ 1,14+ 0,132
Cd1000ppm) TNi(120ppb) 1,63£0,11° 0,97+0,02¢ 1,45+ 0,09° 1,14+0,072
Cd(100 ppm)+ Ni(100ppm) 1,26+ 0,06° 1,14+ 0,03° 2,57+ 0,04° 0,49+ 0,02°
Cd(100 ppb)+Ni(1000 ppm) 1,65+0,04° 1,510,222  4,3540,14°2 0,38+0,01 ¢

*Afin de difféerencier des valeurs numériques trés proches, celles-ci sont présentées avec trois
chiffres apres la virgule.
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4 Discussion

4.1 Indices de germination

Globalement, nos résultats montrent que les graines de P. australis ont pu germer sous
toutes les doses testées. La tendance a la baisse des valeurs du pourcentage final de germination
(GP%) et de l'indice de germination (IG) qui représente la corrélation entre le taux de
germination quotidien et le taux de germination maximum était dose -dépendante.

Dans le groupe témoin les valeurs de GP% et GI se sont avérées maximum et ont diminué
progressivement avec 1’augmentation des doses de Cd et Ni. Sauf sous les faibles doses de Ni
(30, 60 et 120 ppb) ou une légere augmentation de GP% a été enregistrée. Les données
concernant I'effet de Ni sur la germination des grains de P. australis sontrares dans lalittérature
scientifique. A notre connaissance, aucune ¢tude dans la littérature n'a été menée sur 1’ effet
isolé du Ni sur la germination des graines de P. australis. Mais des résultats similaires ont été
observés chez d’autres especes de la méme famille que P. australis comme Arundo donax, ou
10 ppm n’aaucun effet indésirable, tandis que 50 ppm diminue la germination significativement
(Atmaef al., 2017).

Sous Cd, les observations de Peng et al. (2010) corroborent nos résultats.
Ils ont enregistré une réduction du GP% des graines de P. australis et une diminution de
la valeur de IG a mesure que la concentration de Cd*" dans la solution augmentait.
Des résultats similaires ont été observés lorsque les graines de P. australis ont été traitées avec
0,5 et 1 pgml' de CdSO4(Yeet al., 1997).

Dans la présente étude, en testant des niveaux de Cd inférieurs a ceux examinés par
Peng et al. (2010) et Ye et al. (1997), qui étaient respectivement de 500 ppb et 1 ppm de Cd,
nous a montré que les graines étaient plus sensibles que ce qui avait été rapporté, et que
100 ppb de Cd inhibaient de maniére significative la germination.

Concernant I’indice du temps moyen de germination (MGT) utilisé pour mesurer la durée
et le taux de germination, ou une valeur de MGT plus faible correspond a une germination plus
rapide. Il a été constaté dans notre étude que toutes les doses de Cd ou de Ni avaient retardé
la germination des graines. L’augmentation des doses de Cd ou Ni ont également augmenté
le temps nécessaire pour atteindre 50 % de germination (T50%), alors que le temps le plus court
pour atteindre 50 % de germination a ét¢ observé dans le groupe témoin. De maniere semblable
a nos résultats, des études antérieures ont démontré les effets négatifs du Cd et Ni sur
la germination de plusieurs plantes des milieux humides et aquatiques, telles que Spartina

alterniflora (Wang et al., 2021), Ipomoea aquatica (Cao et al., 2019) et Suaeda salsa (Liu et
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al., 2012). Les résultats des quatre indices utilisés dans la présente étude montrent que
le processus de germination des grains de P. australis est ETM et dose-dépendant. Les valeurs
des indices sous les trois faibles doses testées (Cd : 10, 30 et 100 ppb et Ni : 30, 60 et 120 ppb)
montrent que le Ni retarde et inhibe moins la germination que le Cd, malgré que les doses de
Ni soient plus élevées que celles de Cd. Cependant, a fortes doses (Cd ou Ni : 100, 500 et 1000
ppm), on a constaté que le Ni inhibe et retarde davantage la germination des graines de
P. australis . Cette sensibilité différentielle observée entre le Cd et le Ni peut s'expliquer par
la différence entre la toxicité intrinseque de chaque ETM et la relation dose-effet.
Cela est également dii au fait que le Cd est un ETM toxique, tandis que le Ni, bien qu'il soit non
essentiel pour certaines especes, il est bénéfique pour la germination d’autres espéces végétales
comme P. australis mais a de faibles concentrations, vu que nous avons observé une légere
augmentation de GP% sous les faibles doses de Ni (30, 60 et 120 ppb).

Selon Ashrafet al. (2011), I'effet du Ni sur la germination des graines varie selon l'espéce
végétale et la concentration. Plusieurs études ont constaté que des concentrations faibles de
quelques ppb a 10 ppm de Ni favorisaient la germination, tandis que des niveaux plus élevés
l'inhibaient (Ashraf et al., 2011; Kumar et Verma, 2018; Yadav, 2019). Contrairement au Ni,
le Cd est un ¢lément non essentiel toxique méme a de faibles concentrations. Il peut affecter et
inhiber plusieurs processus physiologiques dont la germination. Dans la présente étude,
l'inhibition et le retard de la germination par toutes les doses de Cd et les fortes doses de Ni
peuvent étre liés a la perturbation de la chaine d'événements du métabolisme germinal, a
l'altération des membranes ou du tégument, ou aussi a la perturbation de la mobilité¢ des
nutriments stockés dans les tissus de lI'endosperme. Selon Hauvermale and Steber (2020), au
cours du processus de la germination, la plupart des graines subissent une séquence
d’événements spécifique. Les événements majeurs sont l'imbibition, 1'activation enzymatique,
l'initiation de la croissance de l'embryon, la rupture du t€gument et 1'émergence des plantules.
L'enveloppe des grains et le tégument peuvent empécher ou minimiser la pénétration de Cd et
de Ni dans les tissus de réserve des graines, mais a fortes doses 1'enveloppe ne pourrait pas
empécher leur accumulation dans les tissus (Léon et al, 2005; Rahoui et al, 2010).
La pénétration du Cd et du Ni dans la graine se produit lors de l'imbibition. Le tégument ou
le testa devient plus perméable avec le temps et la teneur de ces deux ETM commence a
augmenter dans les tissus internes de la graine (Sfaxi-Bousbih et al., 2010).

L'accumulation de Cd et de Ni dans les tissus des graines peut empécher l'absorption et
le transport de I'eau vers I'axe embryonnaire (Jaouani et al., 2018). Le Cd peut aussi altérer

le processus de la dégradation des sucres insolubles dans les graines ainsi que leur translocation
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vers les axes embryonnaires en croissance (Anwar ef al., 2021). Lorsque le Ni dépasse un seuil

donné, il peut engendrer une peroxydation lipidique des membranes cellulaires des tissus
embryonnaires (Nimra Atta et al., 2024). Les dommages aux membranes cellulaires sont
souvent causés par une peroxydation lipidique induite par les espéces réactives de l'oxygene
(ROS), entrainant une perte de pression de turgescence due a la fuite d'eau et aux pertes
excessives d'osmolytes (Gajewska ef al., 2012; Urug Parlak, 2016).

Globalement, on peut dire qu'a un certain seuil, le Cd et le Ni perturbent
les caractéristiques de la germination en engendrant un dysfonctionnement dans les processus
physiologiques et biochimiques impliqués, comme l'imbibition, l'activité enzymatique,
larespiration, ainsi que la mobilisation des réserves nutritive dans les cotylédons.

Nos résultats montrent clairement que la différence dans I'effet phytotoxique du Ni et du
Cd sur la germination dépend de la dose et de 'ETM testé. Contrairement aux faibles doses de
Cd (10, 30 et 100 ppb) qui ont diminué¢ le taux de germination et ralenti la vitesse de
germination, les faibles doses de Ni (30, 60 et 120 ppb) ont l1égérement amélioré le taux de
germination, démontrant ainsi un réle du Ni dans le processus de germination.

Selon Bai et al. (2013), le Ni joue un réle important dans un large éventail de processus
physiologiques, notamment la germination des graines. Le caractere essentiel du Ni en tant que
micronutriment dans les plantes a été établi car il fait partie du site actif de I'enzyme uréase, qui
hydrolyse l'urée dans les tissus (Chen et al., 2009). Dans les graines le Ni joue un role
d’un cofacteur de I'uréase, une enzyme qui catalyse I'hydrolyse de l'urée en ammoniac et en
dioxyde de carbone (Polacco et al., 2013). Ce processus est essentiel a la germination des
graines limitées en azote. L'inactivation de l'uréase entraine une augmentation des niveaux
d'urée et une inhibition de la germination (Zonia et al., 1995).

Sous Cd, les indices de germination : GP%, GI, MGT, et T50% révelent que les graines
de P. australis étaient assez sensibles a la concentration croissante de Cd, méme si
les différences n'étaient pas significatives entre tous les groupes traités. Une légere
augmentation de l'ordre de ppb de Cd a eu un effet négatif sur le taux et la vitesse de
germination, comme en témoigne la différence significative entre la valeur de I'indice GI dans
le groupe témoin et celui traité avec 10 ppb de Cd.

La sensibilité des graines de P. australis aux variations des doses de Cd peut également
étre attribuée a la faible masse des graines et a la faible teneur en réserves nutritives de cette
espece (dans notre étude, poids des graines : 16,77 = 0,11 mg/100 graines). Selon Haraguchi
(2014), le poids des graines de P. australis pourrait varier entre 25 et 11 mg. Steiner et al.

(2019), ont montré que la taille et le poids des graines sont des indicateurs importants de

66



Chapitre I Expérimentations et discussions des résultats

la qualité physiologique car ils peuvent affecter la germination des graines et la croissance des

plantules, en particulier dans des conditions de stress. Cependant, la corrélation positive ou
négative entre la taille des graines et les caractéristiques de germination dépend de l'espece
(Tumpa et al., 2021).

L'objectif de tester des différentes doses mixtes de Cd et Ni était de caractériser les effets
synergiques ou antagonistes entre ces deux ETMs sur les caractéristiques de germination des
graines de P. australis. La comparaison entre 1'effet des doses mixtes et des doses simples sur
le taux et la vitesse de germination montre que l'addition d'une faible dose de Ni ou de Cd a
une forte dose de I'un de ces deux ETM ne semble pas modifier de manicre importante les effets
observés avec les fortes doses simples de Cd (1000 ppm) €t de Ni (1000 ppm). Les quatre indices
montrent une légére inhibition de la germination sous les doses mixtes. Saufpour l'indice MGT,
ou la dose mixte Cd (100 ppb) TNi (1000 ppm) S€mble diminuer le temps moyen de germination par
rapport a la dose simple de Ni (1000 ppm). Nous avons enregistré un MGT de 12,42 jours et 13,75
jours, respectivement. Globalement, cela suggere que la toxicité est principalement due aux Cd
ou Ni présents a fortes doses. En revanche, l'utilisation de doses équivalentes [Cd]=[Ni]=100
ppm montre un effet synergique négatif important de la mixture par rapport aux Cd et Ni seuls.

Ces résultats pourraient s'expliquer par un effet phytotoxique supplémentaire de la dose
Cd +Ni. Comparativement sous les doses simples, la présence conjointe de Cd et de Ni, a doses
¢gales, peut interférer davantage avec l'absorption de 1'eau et la mobilisation des réserves
nutritives, une inhibition plus importante de voies enzymatiques ou engendrer
une augmentation du stress oxydatif par une surproduction accrue des especes réactifs de
l'oxygene (ROS). La comparaison entre l'effet des doses simples et combinés (a doses égales)
du Cd et du Ni sur la germination n'a pas été directement étudié¢ dans la littérature scientifique.
Mais quelques études ont montré que a certaines concentrations, la mixture d’ET Ms montre des
effets toxiques plus importantes. Houshmandfar and Moraghebi (2011), ont observé une
diminution significative de la germination des graines de Carthamus tinctorius sous
Cd (180 ppm) T N1 (180 ppm) €n présence des doses similaires de Cu et Zn. La comparaison des effets
individuels et mixtes de sept ETMs (arsenic, cadmium, chrome, plomb, mercure, nickel et zinc)
sur la germination de deux dicotylédones ( Cucumis sativus et Sorghum saccharatum) et dune
monocotylédone (Lepidium sativum) a montré que les doses mixtes avait des effets plus
prononcés sur la germination que le Cd et le Ni seuls. L’¢étude a démontré aussi que l'effet
inhibiteur sur la germination dépend a la fois de la dose appliquée et de la classe des plantes

(mono ou dicotylédone) (Baderna et al., 2015).
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4.2 Indice de longueur de la radicule et de la racine (RLI)

En comparaison avec les résultats du groupe témoin, les valeurs de ’indice de longueur
des radicules et des racines (RLI) mesurées aprés 10, 20 et 30 jours ont montré une diminution
significative sous toutes les doses de Cd, Ni et Cd+Ni, a I'exception des groupes traités avec
Cd (10ppby apres 10 et 20 jours et Nigoppb) apres 20 jours.

Apres 10 et 20 jours, les faibles doses ne semblent pas affecter la croissance en longueur

des radicules d’une maniére importante. Cependant, apres 30 jours, un effet inhibiteur plus
prononcé devient observable. Ces résultats suggerent que les mécanismes de détoxication
cellulaire des semis de P. australis parviennent initialement a minimiser l'effet toxique de ces
faibles doses. Mais aprés 30 jours, il semble que ces mécanismes protecteurs soient dépassés.
Probablement une conséquence de 1’augmentation de la concentration de Cd et Ni dans les
cellules des racines.
A I'inverse de ce qui a été observé sous les faibles doses qui ont un e ffet graduel au fil du temps,
la réduction de la croissance en longueur des racines dans les groupes traités avec 100, 500 et
1000 ppm a été significative des le 10 jours. Cette réduction ne semble pas varier de maniére
importante entre les trois périodes (10, 20 et 30 jours). Cela montre que les doses élevées de Cd
et/ou Ni ont rapidement un effet phytotoxique important des le 10-¢me jour, inhibant fortement
la croissance des racines. Cet effet est probablement dii a une perturbation et une baisse de
l'activité mitotique ainsi qu'a un stress oxydatif plus intense au niveau des méristémes
racinaires.

Dans la présente étude, la phytotoxicité du Cd et/ou Ni sur les racines devient évidente
avec I’augmentation des doses. En plus de la réduction des valeurs de RLI dans les groupes
traités avec 100, 500 et 1000 ppm de Cd, Ni et Cd+Ni, des racines nécrosées ont été observées
apres 20 jours, révélant l'effet toxique de Cd et Ni sur la division cellulaire au niveau des
racines. Selon Nagajyoti et al. (2010), les effets phytotoxiques des ETM sur la croissance des
plantes sont bien connus ; cependant, les réponses des plantes et le degré de phytotoxicité
varient considérablement en fonction de l'espéce végétale et du type d'ETM, en plus de
la concentration qui joue également un role déterminant dans la croissance, le développement
et les activités physiologiques des plantes cibles. Une fois la germination terminée, deux
processus majeurs déterminent la croissance des plantes : la division cellulaire et I’expansion
cellulaire (Huybrechts et al., 2019). La phytotoxicité du Cd et Ni inhibe cette croissance par
différents mécanismes : elle peut affecter le cycle et la division cellulaire (Deckert, 2005;
Mustafa et al., 2023). Induit un stress oxydatif (Muradoglu et al., 2015; Mustafa et al., 2023).

Affecte la respiration (Keunen et al, 2013). Le Cd et Ni provoquent aussi un
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dysfonctionnement dans 1’absorption de I’eau (Naeem et al.,2019). Ils interfére également avec

l'absorption et la translocation des nutriments essentiels (Anjum et al., 2016).

Les valeurs de I’indice RLI obtenues sous les doses simples et mixtes de Cd et Ni
montrent une sensibilité différentielle de la croissance racinaire. Cette variation de sensibilité
met en ¢vidence que la croissance racinaire dans des conditions de stress métallique dépend de
I'ETM présent dans le milieu, de la dose, la durée d’exposition et le stade de développement
des plantules de P. australis. Nos résultats montrent aussi que les seuils de toxicité sont
différents entre le Cd et le Ni. De manié¢re générale, le Cd exerce un effet inhibiteur plus
important sur la croissance des racines que le Ni. L’ effet inhibiteur des faibles doses de Cd
augmente significativement avec 1’augmentation des doses. A I’inverse de ce qui a été constaté
sous les faibles doses de Ni, notamment chez les plantules agées de 30 jours. Cela montre une
sensibilité graduelle des racines envers le Cd méme a de faibles doses, qui est un ETM toxique
a faible concentration. En revanche, pour le Ni, qui est un oligo-¢lément bénéfique pour
les plantes, 1’augmentation de la dose de 30 & 120 ppb n'induit pas un effet phytotoxique
supplémentaire important. Pareille sous les fortes doses, il n’y a pas de différence significative
entre les effets phytotoxiques de Ni sur la croissance en longueur des racines, a I’exception des
plantules agées de 10 jours sous Ni(1000 ppm) OU 1'élongation racinaire semble particuliérement
plus sensible. Ce qui suggéere que le mécanisme de défense contre le stress induit par Ni(1000 ppm)
pourrait ne pas étre entierement développé a ce stade précoce de croissance.

Sous Cd, I’effet inhibiteur ou phytotoxique des fortes doses n’est pas similaire ; il estplus
important sous Cd(000 ppm) que sous les doses de Cdoo ppm) €t Cdsoo ppm). Ce qui est
particuliérement intéressant a noter aussi, c'est que le Ni semble avoir un effet phytotoxique
plus prononcé que le Cd a la méme dose de 1000 ppm, chez les plantules apres 10 jours de
germination. Mais aprés 20 et 30 jours les effets phytotoxiques sont plus au moins similaires.
Cela met en évidence la complexité de la relation effet/réponse envers ces deux ETMs chez
les plantules de P. australis. Lors de ce stade précoce de croissance racinaire (10 jours), et a ce
niveau ¢levé de Cd et Ni, les mécanismes de défense des plantul es pourraient étre plus efficaces
contre le Cd que contre le Ni. Au cours de ces premiers stades de I’organogenése, le Ni pourrait
avoir un effet inhibiteur plus spécifique que le Cd sur certains processus qui controlent la
croissance des racines, comme la mitose et la signalisation hormonale. A un certain stade de
développement (20 a 30 jours), les plantules semblent activer leur syst¢eme de détoxification et
controler l'absorption et I'accumulation de Ni. Selon Mustafa et al. (2023), lorsque les
concentrations dépassent le seuil de tolérance, le Ni peut altérer de nombreux processus

physiologiques et biochimiques. Il peut inhiber la germination et la croissance des racines,
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réduire l'absorption d'eau et de nutriments. Des travaux antérieurs investiguant les effets

différentiels du Cd et Ni sur la croissance racinaire ont montré que ces ETMs ont des effets
distincts sur la perméabilité et le potentiel ¢lectrique des membranes des cellules racinaires (R
Fiala et al., 2015; Sanz et al., 2009). La présence de 0,5 mM de Ni a provoqué une
dépolarisation transitoire de la membrane, avec une récupération du potentiel membranaire
initiale en quelques minutes. Mais ['utilisation de 0,1 mM de Cd entraine une forte
dépolarisation des cellules racinaire avec une récupération du potentiel membranaire initiale en
6 a 8 heures (Llamas et al., 2000; Llamas et al., 2008). Par rapport aux faibles doses de Cd et
Ni, les travaux de R. Fiala ez al. (2015) ont démontré que [’augmentation des concentrations de
ces deux ETMs entraine une dépolarisation plus permanente dans les cellules des racines, ce
qui réduit et inhibe leur croissance. Ces observations peuvent expliquer la diminution
significative des valeurs de RLI chez P. australis sous les fortes doses de Cd et Ni testées, et ce
deés le 10-éme jour. Permettant de comprendre pourquoi les effets phytotoxiques demeurent
relativement similaires pour chaque ETM durant les trois périodes d'exposition.

Quant aux résultats enregistrés sous les doses mixtes, toutes les doses ont démontré
un effet phytotoxique moins important sur la croissance des racines que leurs doses
individuelles respectives. Cet effet antagoniste entre Cd et Ni été plus important quand les doses
de Cd et Ni sont égales ([Cd] = [Ni] = 100 ppm). Deux hypothéses pourrait expliquait ces
résultats : Il pourrait s'agir d'une compétition entre Cd et Ni pour les sites de liaison cellulaires,
ou la présence simultanée de Cd et de Ni dans le milieu pourrait conduire a une compétition
pour l'absorption par les racines. Ou encore d'une induction plus forte des systémes de
détoxification en présence des deux ETMs.

Selon Chen et al. (2009), le Cd et Ni pourraient étre absorbés via des transporteurs peu
spécifiques (protéines de type porine) par diffusion passive simple suivant le gradient de
concentration (via la voie apoplastique). Mais aussi via le transport actif en empruntant la voie
symplastique. En empruntant les canaux membranaires peu spécifiques des nutriments
essentiels, le Cd et Ni sont capables d'interférer avec 1'absorption de plusieurs éléments (Das et
al., 1997; Huybrechts et al., 2019). Selon Sharma and Dhiman (2013), le ratio d'absorption du
Cd et Ni entre le transport actif et passif varie selon les espéces.

Selon nos résultats, il est possible de suggérer que le ratio d'absorption via les transports
passif et actif dépendrait aussi de la quantité de Cd ou Ni présente dans le milieu. En effet,
l'effet antagoniste s'avere inférieur lorsque 'on a test¢ une dose mixte composée de faible dose
additionnées a une forte dose, comparativement a une dose mixte ou les doses de Cd et Ni

¢taient €levées ou équivalentes. On peut également suggérer que P. australis régule 1'expression
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des transporteurs membranaires, ce qui lui permet de s'adapter aux variations de disponibilité

des ETMs essentiels ou toxiques dans le milieu.

La réponse morphologique, biochimique et physiologique des plantes dépend de I'induction des
mécanismes de détoxification, laquelle dépend de l'intensité du stimulus pergu. La perception
du stimulus, comme le Cd et/ou Ni au niveau de la membrane cellulaire, entraine la production
de molécules messageres secondaires et de facteurs de transcription qui régulent 1'expression
des geénes impliqués dans la réaction de la plante, comme la régulation de I'expression des

transporteurs membranaires (Calatayud et al., 2013; Raza et al., 2022).
4.3 Indice de longueur des pousses (PLI)

Les mesures de 1'indice de croissance en longueur des pousses (PLI) de P. australis,
effectuées aprés 10, 20 et 30 jours d'exposition a des doses simples de Cd et de Ni, ainsi qu'a
des doses combinées de ces deux ETMs, ont révélé un effet négatif sur la croissance.
Cependant, seules les doses élevées de Ni ont eu un impact négatif sur la croissance. Les faibles
doses de nickel, quant a elles, semblent avoir stimulé la croissance en longueur des pousses.

Plusieurs études ont démontré que le Ni a des effets a la fois stimulants et inhibiteurs sur
lacroissance des plantes. Mais ces effets pourraient étre spécifiques a l'espéce et dépendants de
la concentration (Badawy et al., 2022; Gajewska et Sktodowska, 2009; Urug Parlak, 2016).
Le Ni est bénéfique a faibles concentrations pour les plantes, il est considéré comme
un nutriment important a la croissance et au développement normaux des plantes, et essentiel a
I’activation de plusieurs enzymes comme I’uréase et la glyoxalase (Shahzad et al., 2018).
Le Ni joue un role important dans un large éventail de processus physiologiques, notamment
la germination des graines, la croissance végétative, la reproduction, la photosynthése ainsi que
dans le métabolisme de ’azote (Baief al., 2013).

Le caractere essentiel du Ni en tant que micronutriment dans les plantes a été établi car il
fait partie du site actif de I'enzyme uréase, qui hydrolyse 1'urée dans les tissus (Chen et al.,
2009). Deux formes d’uréase sont présentes dans les plantes : I’'une trés active qui se trouve
dans les graines et ’autre moins active dans les autres tissus de la plante. Bien qu’elle soit moins
active, cette derniere joue un réle important dans le recyclage de 1’azote dans les plantes
(Polacco et al., 2013).

Nos résultats démontrent aussi que la croissance en longueur des pousses est davantage
affectée par le Cd que par le Ni. Par ailleurs, la phytotoxicité de ces deux ETMs ne s'accroit pas
systématiquement de maniére significative avec I'augmentation des doses testées.

Contrairement a ce qui a été observé pour les racines, particuliérement sous les doses de Ni.
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Cette constatation suggere que sous l'effet de fortes doses de Ni, les seuils de phytotoxicité sont

rapidement atteints sans augmentation linéaire.

Au-dela de l'inhibition de la division et de 1'expansion cellulaires, le Cd et le Ni peuvent
induire un stress oxydatif ainsi que des perturbations de la respiration (Chowardhara et al.,
2020; Keunen et al., 2013). Ces ETMs sont également susceptibles de provoquer un
déséquilibre dans 1'absorption des nutriments et de 1'eau (Naeem et al., 2019). Ils interferent
avec l'absorption et la translocation des nutriments essentiels vers la partie aérienne de la plante
(Dias et al., 2013; Urug Parlak, 2016). Perturber la photosynthése (Dias et al., 2013; Nawrot et
al.,2021), et la croissance totale des semis (Ashraf ef al., 2011; Urug Parlak, 2016).

La littérature scientifique fournit peu d'informations concernant les effets toxiques du Cd
et du Ni sur le développement des jeunes semis de P. australis. Peng et al. (2010), dans leurs
travaux ont rapporté une diminution de la longueur des plantules de P. australis apres 10 jours
d'exposition au Cd?’, I'inhibition étant dépendante de la dose. Comparativement au groupe
témoin, la réduction de la longueur des plantules était de 3% a 1 ppm, 38% a 2 ppm, 47% a 3
ppm, 66% a 4 ppm et 81% a 5 ppm de Cd**. Une étude similaire a observé une diminution
significative de la croissance en longueur des pousses et des racines chez les semis de
P. australis dont les graines avaient été traitées avec 500 ppb et 1 ppm de Cd pendant 89 jours
(Yeet al., 1997).

Chez des plantules issues d’une multiplication végétative, l'irrigation avec des eaux
contaminées par du Ni et du Cd a révél¢ une diminution de la biomasse totale du P. australis
accompagnée de changements biochimiques importantes. Les teneurs en chlorophylle ont
diminué durant la phase de reproduction, tandis que les teneurs en proline, en sucres solubles
et les activités des enzymes antioxydantes ont augmenté. L'expo sition prolongée aux eaux usées
contaminées a augmenté le rapport Na/Ca*" chez P. australis (Khalilzadeh et al., 2022).

En comparaison avec les travaux de Ye et al. (1997), Peng et al. (2010) et Khalilzadeh et
al. (2022), ou les doses testées étaient plus élevées que celles évaluées dans notre étude, nous
avons constaté que des doses plus faibles de Cd (30 et 100 ppb) affectent de maniere
significative la croissance racinaire et caulinaire de P. australis. Cependant, les faibles doses
de Ni (30 ; 60 et 120 ppb) n'inhibent que la croissance racinaire sans affecter celle des pousses.
Ces observations montrent la forte sensibilité de P. australis au Cd, méme a de faibles doses,
en comparaison avec le Ni. Cela refléte probablement son accumulation rapide dans les tissus,
interférant avec de nombreux processus cellulaires.

Selon Shafiq et al. (2010), la réduction de la longueur des semis sous stress métallique

pourrait étre attribuable a une diminution du nombre de cellules méristématiques présentes dans
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la partie caulinaire ainsi qu'a une altération de certaines enzymes contenues dans le cotylédon

et I'endosperme. Apres la germination, ces cellules deviennent actives et commencent a utiliser
les nutriments stockés, lesquels sont convertis en une forme soluble et transportés vers la racine
et la gemmule. L'amylase, une enzyme qui convertit I'amidon en sucre, et la protéase, agissant
sur les protéines, jouent un role clé dans ce processus. Par conséquent, lorsque les activités des
enzymes hydrolytiques sont affectées par les ETMs, les nutriments n'atteignent plus la racine
et la gemmule, ce qui affecte la croissance en longueur des plantules.

Dans la présente étude, I'effet toxique du Cd et du Ni sur la croissance des plantules de
P. australis s'est avéré variable en fonction du stade de développement, et la sensibilité des
racines et des parties aériennes. L'impact négatif du Cd et du Ni sur la croissance en longueur
des racines était plus prononcé apreés 30 jours qu'aprés 10 et 20 jours. En revanche, 1'effet
inhibiteur du Cd sur la croissance des pousses semblait plus significatifa 10 jours qu'apres 20
et 30 jours d'expérience. Pareil que sous Ni, mais seulement sous les hautes doses (100 ; 500 et
1000 ppm), vu que les faibles doses (30 ; 60 et 120 ppm) n'ont pas d'effet négatif.
Cette sensibilité différentielle pourrait s'expliquer par une plus grande vulnérabilité¢ des pousses
au Cd que le Ni lors des premiers stades de germination. Dans notre étude et au début de
la croissance, la gemmule et le bourgeon terminal des jeunes pousses restent immergées dans
le milieu, en contact direct avec le Cd et le Ni, jusqu'a leur élongation. Apres 20 et 30 jours,
la longueur des pousses augmente grace a l'utilisation des nutriments du cotylédon et a
l'absorption d'eau et les nutriments par le systéme racinaire désormais fonctionnel.
L’accumulation de Cd et Ni dans les racines permettrait de réduire la translocation du Cd et du
Ni vers la partie aérienne et les feuilles. Ainsi, les pousses de P. australis sembleraient présenter
une plus grande tolérance au Cd et au Ni ades stades de développement plus avancés (30 jours).

Les racines jouent un role clé en tant que premieére barriére contre la pénétration du Cd et
du Ni, piégeant ces éléments par adsorption pariétale et séquestration intracellulaire. Aux
premiers stades de développement, la croissance racinaire des plantules de P. australis sous
exposition au Cd était meilleure en comparaison aux pousses, reflétant une moindre sensibilité
intrinseque des racines. Ceci peut s'expliquer par un systéme de détoxification racinaire efficace
impliquant chélation, séquestration vacuolaire et activation antioxydante. Cependant, avec
le temps et 1’augmentation des doses, I'accumulation croissante de Cd devient délétere,
entrainant l'inhibition de croissance observée apres 30 jours. En revanche, les réponses au Ni
semblent différentes, surtout a de faibles doses, avec un impact moindre sur la croissance
caulinaire. Cette observation est cohérente avec le role physiologique du Ni en tant

qu'oligoé¢lément mieux régulé, et sa toxicité plus faible. En effet, plusieurs études ont montré
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que P. australis accumule davantage le Cd et le Ni dans les racines que dans les tiges et

les feuilles (Alfadul et Al-Fredan, 2013; Fediuc et Erdei, 2002; Ye et al., 1997). Aussi,

les mécanismes d'accumulation et de détoxification biochimique semblent étre renforcés dans
les racines par rapport aux feuilles chez les plants de P. australis (Alfadul et Al-Fredan, 2013).

Quant aux résultats enregistrés sous les doses mixtes dans les trois p ériodes de croissance
(10, 20 et 30 jours), il semblerait que ces doses aient entrainé une inhibition de la croissance
des pousses moins importante comparée aux hautes doses individuelles correspondantes.
La méme tendance a été observée sur la croissance en longueur des racines. L'ajout de faibles
doses de Ni (étant un élément bénéfique pour la nutrition) pourrait améliorer certains processus
physiologiques chez P. australis, conduisant ainsi a une amélioration de la croissance en
longueur des racines et des pousses. Ou cela pourrait étre dii @ un phénomeéne dhormese, ou
l'addition de faibles doses de Cd et de Ni a stimulé certains processus physiologiques bénéfiques
pour la croissance. L'hormeése est un phénomeéne dose-réponse observé chez de nombreux
espeéces végétales, provoqué par de faibles niveaux d'un grand nombre de facteurs de stress,
parmi lesquels les ETMs comme le Cd et le Ni (Salinitro ef al., 2021). De nombreuses especes
végétales présentent généralement des réponses hormétiques. Les réponses hormétiques au Cd
et Ni peuvent se produit dans les racines, les tiges, les feuilles, les pousses et les rhizomes.
Cependant, les caractéristiques quantitatives de ces doses-réponses sont indépendantes des
especes végétales (Calabrese et Agathokleous, 2021). L'hormese est une réponse adaptative au
stress métallique, éventuellement déclenchée par une perturbation initiale de I'homéostasie, qui
permet de maintenir une stabilité physiologique malgré le stress. L'hormese est un processus de
surcompensation visant a rétablir 1'état antérieur et a protéger la plante par la stimulation des
mécanismes de défense cellulaire (Berry et Lopez-Martinez, 2020; Calabrese, 2015; Jalal et al.,
2021). Selon Carvalho et al. (2020), les ETMs a faibles doses peut stimuler la croissance en
longueur et augmenter le nombre des racines, améliorer la teneur en pigments
photosynthétiques et stimuler ’activité antioxydants enzymatiques et non enzymatiques dans
les racines et les pousses.

Chez Lonicera japonica, Jia et al. (2015) ont découvert que la faible dose de 2.5 ppm de
Cd peut améliorer la croissance des plantes. Aussi, Salinitro et al. (2021), ont constaté que Cd
a 0,5 uM a induit une réponse hormétique marquée chez Poa annua, et Cardamine hirsuta ;
montrant une forte influence sur la biomasse séche des racines et des pousses, ainsi que sur
le nombre de nceuds. Bhatia et al. (2005), a découvert que les plantes utilisaient le Ni pour

l'ajustement osmotique. Des résultats similaire ont été observé par lori ef al. (2013), dans leur
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travaux ils ont constaté que Amaranthus paniculatus exposée a de faibles niveaux de Ni

présentait une biomasse et une capacité de tolérance aux ETMs plus importante.
4.4 Enzymes dusysteme antioxydant

Dans le but d'évaluer 1'¢tat physiologique et d'estimer le degré de sensibilité des jeunes
plantules de P. australis issus de graines, nous avons examiné l'activité de trois enzymes du
systéme antioxydant : la gaiacol peroxydase (GPOx), la catalase (CAT) et la glutathion-S-
transférase (GST). Ces enzymes sont des biomarqueurs de stress fréquemment utilisés pour
¢valuer la réponse des plantes face au présence des ETMs. Nous avons mesuré l'activité de ces
trois enzymes dans les feuilles, les tiges et les racines des plantules exposées a des doses
individuelles et combinées de Cd et de Ni.

Les résultats ont révélé des profils d'activité enzymatique variables, dépendant a la fois
des doses testées et de l'organe végétal analys€. Sous les hautes doses simples de Cd et Ni ainsi
que toutes les doses mixtes, l'activité de CAT, GPOx et GST a été significativement stimulée
dans tous les organes (feuilles, tiges, racines) comparativement au groupe contréle. De maniere
générale, un effet dose-réponse positif a ét€ observé pour ces trois enzymes.

Rares sont les études qui se sont intéressées aux réponses enzymatiques du systéme
antioxydant des pousses de P. australis issus des graines. Cependant, plusieurs études ont
montré l'importante induction de ces enzymes chez des plantes de P. australis issues
d'une multiplication végétative. Comme la CAT et la GST dans les feuilles et les racines sous
50 um de CdSO4 (Iannelli et al., 2002). la superoxyde dismutase (SOD) et la CAT sous
0,2; 0,4 et 0,6 mmol.L'de Cd (He et Liu, 2007). Des résultats similaires ont été révélé par
Ederli et al. (2004) dans les racines de P. australis traitées par 100 uM de Cd pendant 21 jours,
ou l'activité de l'ascorbate peroxydase (APX), CAT, GPOx et de la GST a ét€ fortement
stimulée. Aussi sous Ni, une stimulation importante du system antioxydant (APX, CAT, SOD)
a ¢té observé chez plusieurs especes, comme dans les racines et les feuilles d’une plante
aquatique Nasturtium officinale (Duman et Ozturk, 2010). De méme, une stimulation de GPOx
et GST a été observé dans les jeunes pousses du blé exposées a 200 uM de Ni (Gajewska et al.,
2006). Le Ni et le Cd a certains seuils peuvent perturber I’ équilibre entre la production
d’espeéces réactives de ’oxygene (ERO) et le systéme de défense antioxydant, entrainant
une accumulation des ERO et induisant un stress oxydatif (Bai ef al., 2013; Haider et al., 2021;
Shahzad et al., 2018).

Pour faire face au stress métallique, les plantes ont développé de multiples mécanismes

adaptatifs (Qadir et al., 2014). Les plantes résistantes ont la capacité de survivre et de se
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reproduire en présence de concentrations élevées d'ETMs dans leur environnement.
Ces mécanismes de résistance et d'adaptation peuvent étre réalisés selon les deux stratégies :
I'évitement et/ou la tolérance (Jutsz et Gnida, 2015). Les plantes évitantes sont capables de se
protéger en empéchant les ions métalliques de pénétrer dans leur cytoplasme cellulaire, tandis
que les plantes tolérantes sont capables de détoxifier les ions métalliques qui ont traversé
la membrane plasmique ou les membranes internes des organites (Millaleo et al., 2010).

Selon Singh et al. (2022), le mécanisme de tolérance au stress oxydatif induit par les
ETMs implique principalement la transcription accrue des génes codant pour des enzymes
antioxydantes clés : APX, CAT, GPOx, GST et SOD. Les macrophytes comme P. australis
sont dotés de systemes de défense enzymatiques ou non enzymatiques qui peuvent contribuer
a détruire les ERO. Le systéme est composé d'enzymes du systeme antioxydant : 1'Ascorbate
Peroxydase (APX), la Glutathion Réductase (GR), la Superoxyde Dismutase (SOD), la Catalase
(CAT), ainsi que de composés non enzymatiques tels que l'acide ascorbique, le glutathion et les
caroténoides (Dhir ez al., 2009; Unyayar et al., 2006).

Dans la présente étude, il semblerait que les hautes doses de Cd, Ni et Cd+Ni
aient induit un stress oxydatif chezles plantules de P. australis. Pour se protéger contre ce stress
et neutraliser les ERO qui peuvent altérer la synthése des protéines et des lipides, ainsi que
d’autres fonctionnement cellulaire, les plantules de P. australis ont mis en place un systéme de
défense impliquant la biosynthése du CAT, GPOx, GST. Cependant une variabilit¢ de réponse
inter-organe et inter-ETMs a ét€ observé : L'induction de 1’activité de CAT, GPOx, GST n'était
pas uniforme. Il y a eu des différences quantitatives dans 1'induction selon l'organe (feuilles,
tiges, racines) et ’ETMs utilisé (Cd, Ni, Cd+Ni). Nos résultats montrent que 1'induction de
l'activité de la CAT, GPOx, GST par le Cd, le Ni et le Cd+Ni était plus élevée dans les racines
que dans les feuilles et les tiges, suivant l'ordre : Racine > Feuille > Tige.

En peut expliquer cela par le fait que les racines constituent le premier site d’interaction
et d’absorption de Cd et Ni présents dans le milieu. En conséquence, elles subissent des niveaux
d’exposition beaucoup plus élevés que les autres organes. En réponse au stress oxydatif élevé
provoqué par le Cd et/ou Ni, les racines stimulent activement la biosynthése des enzymes CAT,
GPOx et GST. Dans les feuilles, bien que le degré d'exposition soit inférieur a celui des racines,
la translocation indirecte du Cd et Ni depuis les racines vers les feuilles déclenche néanmoins
une réponse du system antioxydant. Pour la tige, qui sert a la fois comme systéme de transport
et de support structurel, semble présenter une sensibilit¢ réduite au stress induit
comparativement a la feuille et a laracine. Une autre hypothése qui peut expliquer la

variabilit¢ observée dans l'induction des enzymes antioxydantes entre les organes de P.
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australis, c’est que cette espece accumule préférentiellement le Cd et Ni dans ses parties

souterraines plutét que dans ses parties aériennes (tiges, feuilles). Ce qui peut rend cette
hypothese plausible ce que plusieurs études antérieures ont mis en €vidence la capacité de P.
australis a absorber et accumuler le Cd et le Ni, en particulier au niveau de racinaire (Alfadul
et Al-Fredan, 2013; Nawrot ef al., 2021; Zheng-yub, 2008). P. australis est considérer comme
une plante non accumulatrice et plutdt une plante dite « excluders » une stratégie d’exclusion
adoptée pour minimiser la translocation du Cd et du Ni de la racine vers les parties aériennes
plus sensibles (Vymazal et Bfezinova, 2016). Ce qui peutappuyer encore cette hypothese, c'est
que sous la quasi-totalité des doses élevées (Cd et Ni ; 100, 500, 1000 ppm) ainsi que dans tous
les organes exposés a des doses combinées, le ratio des enzymes (CAT, GPOx et GST)
feuille/racine était inférieur a < 1. En revanche, dans le groupe témoin et les groupes traités
avec de faibles doses de Cd et Ni, le rapport d’activité feuille/racine était supérieur a > 1.

Concernant la variabilité de l'induction de 1’activité de CAT, GPOx, GST entre les ETMs
testés dans les trois organes, nos résultats montrent que I’activit¢ de GPOx sous Cd est
supérieure > a celle sous Ni. En revanche, I’activité de CAT sous Cd est inférieure < a celle
sous Ni. Quant a P’activit¢ de GST sous Cd, elle était proche de celle sous Ni, sauf dans
les racines ou GST sous Cd est inférieure < a GST sous Ni. Cette variabilit¢ de réponses de
CAT, GPOx et GST refleéte probablement des différences dans le mode d'action phytotoxique
du Cd et du Ni. Il semble que ces deux éléments engendreraient un stress oxydatif par le biais
de voies différentes, ce qui exige des réponses antiox ydantes spécifiques et adaptées de la part
de la plante. Il semble que chez P. australis la CAT, la GPOx et la GST jouent des roles
différents dans la détoxification de de Cd et/ou Ni.

L’augmentation de Iactivité de la CAT sous un stress métallique a été démontrée par
Iannelli et al. (2002) dans les feuilles et les racines de P. australis. Aussi Pietrini et al. (2003),
ont révélé que la présence de Cd stimule I’activité de la CAT dans les feuilles, mais il n’a pas
été détecter dans les chloroplastes, ce qui laisse suggere que 1’action de cette enzyme est extra
chloroplastique. Selon Arora et al. (2002), et Apel and Hirt (2004), les catalases sont des
enzymes majoritairement peroxysomales ¢liminent directement H>O> dans les peroxysomes.
Pour Smirnoff (1998) le réle principal du CAT est de détoxiquer le peroxyde d’hydrogeéne
produit a proximité par le cytochrome chloroplastique et surtout par les processus de
B - oxydation et de photorespiration. La CAT est impliquée dans le principal mécanisme de
défense contre l'accumulation du la peroxyde d'hydrogeéne (H20.) dans les cellules végétales.
Eliminant le H,O en le décomposant directement pour former de I'eau et de I'oxygeéne (Malar

et al., 2016). Les ERO, regroupe d’autres radicaux contenant de 1'oxygene tel que le radical

77



Chapitre I Expérimentations et discussions des résultats

superoxyde (O2e-) et le radical hydroxyle (OH¢) (Das et Roychoudhury, 2014; Hasanuzzaman

et al., 2020). Le radical superoxyde (O2e-), est récupéré dans les plantes stressées par
la superoxyde dismutase (SOD), qui le convertit en peroxyde d’hydrogéne (H.O,) (Reddy et
al., 2005). Le H,O; est récupéré directement par la CAT, le convertissant en H,O et O,.
Les peroxydases, comme l'ascorbate peroxydase (APX) et la GPOx, pi¢gent également
indirectement le H>O; en le combinant avec des composés antioxydants comme 1'ascorbate et
le gaiacol (Yang et al., 2011).

La GPOx appartient aux peroxydases, qui sont regroupées en trois classes, dont les classes
() et (ITI) se retrouvent dans les plantes (Mathé et al., 2010). L'APX est une peroxydase de
classe (I), active principalement dans le cytosol, les chloroplastes, les mitochondries et
les peroxysomes (Foyer et Noctor, 2003; Math¢ et al., 2010). Les peroxydases de classe (II1)
(300-350 acides aminés), comme la GPOx ils se trouvent dans le cytosol, dans la vacuole, ou
aucune APX n'est présente (Yamasaki et Grace, 1998). La GPOx est une enzyme qui utilise
le gaiacol (o-méthoxyphénol) comme substrat réducteur pour son oxydation dépendante de
H>O:. Dans les parois cellulaires, elles sont impliquées dans la formation de la lignine et de
la subérine. Mais contrairement a I'APX, elles ne se trouvent pas dans les organelles
(Madhusudhan et al., 2003). Les peroxydases sont des glycoprotéines synthétisées par la voie
du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi, conduisant a leur sécrétion soit vers
l'espace extracellulaire, soit vers les vacuoles. Sous leur forme active, les peroxydases
fonctionnent généralement comme un polypeptide dans la plupart des plantes, avec de 300 a
350 acides aminés et un poids moléculaire compris entre 33 et 55 kDa (Rajput et al., 2021).

Sous une exposition chronique ou a court terme au Cd et/ou Ni, les ERO augmententainsi
que l'activité antioxydante du GPOx dans les roseaux matures de P. australis issus d’une
reproduction végétative (Koztowska et al., 2009). Plusieurs plantes ont montré aussi une
augmentation de 1'activit¢ GPOx lorsqu'elles sont exposées au Cd, comme Phaseolus vulgaris
(Gutiérrez-Martinez et al., 2020), Hordeum vulgare (Jocsak et al.,2020), Vicia faba (Issam et
al.,2012). Aussi sous Nicomme chez Oryza sativa (Maheshwari et Dubey, 2009). Enrevanche,
I’activit¢ GPOx a diminué chez d’autres especes exposées au Cd, notamment Pisum sativum
(Glowacka et al., 2019), et Brassica napus. cv. Zheda 619 (Ali et al., 2015).

Les données de la littérature relatives a I'impact du Cd et/ou Ni sur l'activit¢ GPOx sont
hétérogenes. La réponse de défense enzymatique antioxydante différe selon les espéces
végétales, le stade de développement, l'organe et la durée d'exposition, ainsi qu'entre
les diverses conditions de stress et leurs fréquences (Boaretto ef al., 2014; Hasanuzzaman et al.,

2020). P. australis est une plante accumulatrice des ETMs dans les racines. Par conséquent,
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le maintien d’une activité GPOx élevée dans les racines sous des niveaux élevés de Cd et /ou

Ni pourrait faire partie d’un mécanisme visant a prévenir les effets néfastes des ERO.
Dans leurs travaux, Ederli et al. (2004), ont montré que P. australis pouvait séquestrer le Cd a
lintérieur des cellules du cortex racinaire et restreindre sa translocation vers le cylindre
vasculaire puis vers la tige et la feuille. Dans des roseaux de P. australis régénérés a partir de
tissus de cals embryonnaires traités au Cd (NO3)2, Fediuc and Erdei (2002) ont constaté aussi
que l'activitt GPOx augmente avec l'augmentation des concentrations des ETMs dans
les feuilles et les racines.

Dans notre étude, I’activit¢ de GPOx sous Cd est supérieure > a celle sous Ni sauf sous
laplus haute dose de Cd (1000ppm) dans les feuilles qui est inferieur sous Ni (1000ppm). La diminution
de DPactivit¢ GPOx dans les feuilles exposées a des niveaux élevés de Cd aprés un pic
d’induction sous 100 ppm pourrait s’expliquer par le fait qu’au-dela d’un certain seuil,
’efficacité de la séquestration du Cd dans les racines diminue a I’inverse sous Ni ou I’activité
GPOx est dose-dépendante. Par consé quent, les ERO générées par I’accumulation de Cd dans
les tissus des feuilles peuvent avoir des effets plus déléteres sur la biosynthése du GPOx que
sous Ni. L'augmentation de la prévalence de plantules avec des anomalies et un état
phénotypique anormal, notamment ; de racines nécrotiques, de jaunissement et d'atrophie des
feuilles, en particulier dans les groupes traités avec Cd (so0ppm) €t Cd (1000ppm), renforce cette
hypothése. L’augmentation de I’activité de la GPOx dans les racines sous les hautes doses de
Cd et/ou Ni (malgré qu'elle ne soit pas toujours dose-dépendante), pourrait étre une réponse
cellulaire visant a neutraliser les ERO. Elle pourrait aussi contribuer a réduire la translocation
du Cd et/ou du Ni via la voie apoplasmique vers les feuilles, étant donné que la GPOx est
impliquée dans la lignification des racines des plantes.

Selon, Barcel6 et al. (2004), les lignines sont des hétéropolymeéres phénoliques de la paroi
cellulaire qui résultent du couplage oxydatif de trois monolignols ; alcools p-coumarylique,
coniférylique et sinapylique, dans une réaction médié¢e par GPOx. Le renforcement des parois
cellulaires par lignification peut étre interprété comme une réponse de la plante pour former
une barricre plus efficace contre des quantités excessives d’ETMs (Loix ef al., 2017).

Dans notre étude, ce qui explique probablement pourquoi le rapport d’activit¢ GPOx
feuille/racine était >1 dans les groupes témoin et traités avec de faibles doses de Cd et de Ni,
c'est que dans des conditions de stress nul ou faible, les pousses de P. australis pourraient
réguler négativement l'activité GPOx dans la racine afin de préserver une croissance optimale.
Vu que ce processus peut avoir un impact sur la croissance.

Quant aux résultats de 1’activité de GST, nous avons constaté que 1’activité sous Cd était
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proche de celle sous Ni, sauf dans les racines ou GST sous Cd été inférieure < a GST sous Ni.

Ce qui peut expliquer ces résultats, c'est que le Ni pourrait €tre plus facilement absorbé et
bioaccumulé¢ que le Cd dans les racines, ce qui conduirait a un stress oxydatif plus fort
nécessitant leur détoxification par la GST. Ce qui peut rendre cette hypothése plausible, c’est
que dans les résultats de I’indice de croissance en longueur des racines (RLI), nous avons
observé que le Ni semble avoir un effet phytotoxique plus prononcé que le Cd a la méme dose
de 1000 ppm chez les plantules aprés 10 jours de germination. Au cours de ce stade de
I’organogenese, le Ni pourrait avoir un effet inhibiteur plus spécifique que le Cd sur certains
processus qui contrdlent la croissance des racines, comme la mitose et la signalisation
hormonale. On peut aussi suggérer que le Cd et le Ni pourraient étre séquestrés dans des
compartiments différents (parois, vacuoles ou autres organites...) controlant ainsi leur
disponibilité¢ dans le cytosol pour la conjugaison GSH dépendante par la GST.

Les travaux de Ederli e al. (2004) ont révélé que les cellules du parenchyme situées sous
l'exoderme des racines de P. australis sont identifiées comme le principal site daccumulation
de Cd. Plusieurs travaux ont montré que le Cd et le Ni semblent étre séquestrés dans différents
compartiments cellulaires des racines des plantes. Le Cd est principalement séquestré dans
l'apoplaste (irréversiblement) et se lie fortement aux composés des parois ou dans le symplaste
de la racine, a I’intérieur des cellules aprés qu'il a franchi les membranes plasmiques (Nocito et
al.,2011; Van Belleghem et al., 2007; Wojcik et al., 2005). Le Ni, par contre, il est séquestré
dans les vacuoles racinaires (Wojcik ef al., 2005).

Ces travaux appuient effectivement I'hypothese selon laquelle I’induction de 1’activité
GST observée sous Cd comparé au Ni pourrait provenir d'une localisation différente de ces
ETMs, impactant leur accessibilité par cette enzyme cytosolique. Le Cd étant piégé
principalement dans l'apoplaste et moins disponible dans le cytosol, il active moins la GST que
le Ni qui lui s'accumule dans les vacuoles communiquant avec le cytosol. Effectivement, les
glutathion S-transférases végétales (GST) sont des enzymes essentiellement cytosoliques
omniprésentes et multifonctionnelles, codées par de grandes familles de geénes. Ils constituent
une grande famille de protéines qui utilisent le glutathion (GSH) tripeptidique comme
cosubstrat ou coenzyme. Une fonction indirecte des GST est d'¢liminer les espéces réactives de
l'oxygene (ROS) (Hernandez Estévez et Rodriguez Hernandez, 2020).

En ce qui concerne les résultats obtenus avec les doses mixtes, I'ajout de faibles doses de
Ni (120 ppby €t de Cd (100 ppb) aux fortes doses de Cd et de Ni respectivement, stimule davantage
l'activité de la CAT dans les trois organes. Cecirenforce 1'idée d'une activation plus importante

des défenses antioxydantes de P. australis face a la présence d’un mélange ETM. Sous la dose
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mixte de Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm), 12 présence de Cd (100 ppm) atténue légérement l'activité de

la CAT dans les trois organes par rapport au Ni (100 ppm) seul. Cette 1égere diminution pourrait
s'expliquer par une compétition ou une interférence entre les deux ETMs au niveau de
l'absorption dans les racines, entralnant ainsi une accumulation et une activit¢ moindre de
la CAT. Ces résultats expliquent parfaitement l'effet phytotoxique moins marqué de la dose
mixte Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) Sur la croissance des racines (RLI) que sous les doses individuelles
respectives. Pour la GPOx sous les doses mixtes, pas de changement important dans 1’activité
comparé¢ aux doses individuelles. Sous la dose de Cd (100 ppm) T N1 (100 ppm), ’intensité de ’activité
est dominée plus par I'action du Cd (100 ppm) que par celle du Ni (100 ppm). A I’inverse de ce qui a
été observé pour la CAT, ou l'activité mesurée reflétera majoritairement 'action stimulatrice du
NI (100 ppm)-

Concernant I’activité de la GST, le profil d’activité était totalement différent que celui de
la CAT et de la GPOx. La dose mixte de Cd (100 ppm) + N1 (100ppm) diminue I'activité dans tous
les organes comparativement aux doses simples qui la forment, sauf comparativement a
la simple dose de Cd (100 ppm) oU l'activité de la GST reste supérieure. Globalement, 1'ajout de
faibles doses de Ni atténue partiellement le stress induit par la forte dose de Cd et par
conséquent, l'induction de la GST. L'ajout de faibles doses de Cd a une forte dose de Ni stimule
la production de radicaux libres et augmente le stress, conduisant cette fois-ci & une
augmentation marquée de l'activité de la GST.

Selon, Ahmad et al. (2017), I'exposition de la plante Egeria densa au Cd, Ni, Zn et Mn
combinés, a augmenté l'activit¢ des enzymes antioxydantes SOD et CAT. L'effet était plus
marqué avec la mixture d'ETM : Cd + Ni, Ni + Zn, et Ni + Mn que lorsqu'ils étaient utilisés
individuellement. La SOD a été stimulé par tous les ETMs, avec une augmentation moyenne
de 20 %. L'effet sur la CAT était plus important avec les mixtures, sauf pour Mn + Cd et
Mn + Cu. Chez Solanum lycopersicum, par rapport au groupe témoin, les plantes traitées au Cd
présentaient des activités de la SOD significativement plus ¢levées, tandis que la CAT, 'APX
et I’activités de la glutathion réductase (GR) ont été significativement inhibées par 1'ajout de
Cd. La supplémentation en Zn a faible niveau a restauré et amélioré 1'activité fonctionnelle de
ces enzymes (CAT, APX et GR), mais a forte dose, elle a augmenté le niveau des ERO et
le stress oxydatifpar rapport aux plantes traitées au Cd ou au Zn seul. L'auteur suggere que des
concentrations plus ¢élevées de Zn et de Cd ont un effet synergique sur les paramétres de
croissance des plantes et sur le stress oxydatif (Cherifef al., 2011). Par contre chez les plantes
de Grewia asiatica exposées aux doses simples et combinées de Ni et/ou de Cd en utilisant 20,

40 et 60 ppm de NiSO4 et Cd (NO3),, l'activité de la SOD et du MDA était supérieure sous
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Ni+Cd que sous le Cd etle Ni individuellement. En revanche, I'activité du CAT étaitsupérieure

sous Ni que sous Cd et Cd+Ni. Pour les Peroxydases (POD), l'activité était supérieure sous Cd
que sous Ni et Cd+Ni.

Les observations issues de notre étude, ainsi que les informations disponibles dans
la littérature scientifique, suggerent que P. australis dispose d'un systeéme de régulation face au
stress oxydatif. Ce mécanisme semble étre modulé par plusieurs facteurs. Il prend en compte
non seulement la concentration et la nature spécifique des ETMs, mais s'adapte également en
fonction de la vulnérabilité propre a chaque organe de la plante. Aussi, la durée pendant laquelle

laplante est exposée a ces éléments joue également un réle dans cette réponse adaptative.
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5 Conclusion

L'é¢tude des effets du Cd et/ou Ni sur la germination, la croissance précoce des plantules,
et la réponse enzymatique antioxydante constitue un outil intéressant, non seulement elle
permet d'estimer la tolérance des semis au stress oxydatif induit par le Cd et/ou le Ni, mais elle
évalue également le potentiel de cette espéce a se propager et a se régénérer par reproduction
sexuée dans les marais filtrants ou les habitats contaminés par Ni et Cd.

Les résultats indiquent que les graines de P. australis peuvent germer sous toutes les doses
testées de Cd et/ou de Ni, qu'elles soient simples ou combinées. Cependant, a I'exception des
faibles doses de Ni, un effet négatif du Cd et/ou duNi sur la germinationet la croissance précoce
des plantules a ét¢é observé. De maniere générale, 1'inhibition des caractéristiques de
germination s'est révélée étre dose-dépendante, avec une réduction plus marquée de la
germination et de la croissance précoce en présence des doses élevées de Cd et de Ni.

Les six indices de germination utilisées a savoir le pourcentage final de germination
(GP%), le temps moyen de germination (MGT), le temps nécessaire pour atteindre 50 % de
germination (T50%), I'indice de germination (IG), lindice de longueur de la radicule et de la
racine (RLI), ainsi que 1'indice de longueur des pousses (PLI) ont révélé que toutes les doses
testées de Cd et/ou Ni, ont eu un impact né¢gatif sur le taux et la vitesse de la germination des
grains. A lexception des faibles doses de Ni (30, 60 et 120 ppb) qui ont produit un effet
légerement positif sur le GP%, contrastant avec les effets inhibiteurs observés pour le Cd.
L'inhibition et le retard de la germination par toutes les doses de Cd et les fortes doses de Ni
peuvent étre liés a la perturbation de la chaine d'événements du métabolisme germinal.
Un dysfonctionnement dans les processus physiologiques et biochimiques impliqués, comme
l'imbibition, 'activité enzymatique, la respiration, ainsi que a la perturbation de la mobilité des
nutriments stockés dans les tissus de I'endosperme. Concernant 1’effets des doses mixtes,
latoxicité est principalement due aux Cd ou Ni présents a fortes doses. En revanche, 1'utilisation
de doses équivalentes [Cd]=[Ni]=100 ppm montre un effet synergique négatif important de
la mixture par rapport aux Cd et Ni seuls. Ce qui indique que la présence conjointe de Cd et de
Ni, a doses égales, peut interférer davantage avec la mobilisation des réserves nutritives,
une inhibition plus importante de voies enzymatiques ou engendrer une augmentation du stress
oxydatif par une surproduction des espéces réactifs de l'oxygene (ERO).

Les valeurs des indices RLI et de PLI obtenues sous les doses simples et mixtes de Cd et
Ni montrent une sensibilité¢ différentielle de la croissance en longueur des racines et des
pousses. Cette variation de sensibilit¢ indique que la croissance des plantules dans des

conditions de stress métallique dépend de 'ETM présent dans le milieu, de la dose, la durée
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d’exposition et le stade de développement des plantules de P. australis.

Les mesures de I'indice de croissance en longueur des racines (RLI), effectuées apres 10, 20 et
30 jours d'exposition a des doses simples de Cd et de Ni, ainsi qu'a des doses combinées, ont
montré qu’apres 10 et 20 jours, les faibles doses ne semblent pas affecter la croissance en
longueur des radicules d’une maniére importante. Cependant, apres 30 jours, un effet inhibiteur
plus prononcé devient observable. Ces résultats suggerent que les mécanismes de détoxication
cellulaire des semis de P. australis parviennent initialement a compenser temporairement
les effets toxiques des ERO et a minimiser I'effet toxique de ces faibles doses. Mais apres 30
jours, il semble que ces mécanismes protecteurs soient dépassés, probablement
une conséquence de I’augmentation de la concentration de Cd et Ni dans les cellules des racines.
Concernant la croissance en longueur des pousses (PLI) aprés 10, 20 et 30 jours, les résultats
montrent que l'effet du Cd et du Ni difféere. En effet, alors que les faibles doses de Cd ont
un effet négativement significatif comparativement aux résultats dans le groupe témoin,
les faibles doses de Ni semblent stimuler la croissance en longueur des pousses durant les trois
périodes de croissance.

L'inhibition de la germination et de la croissance précoce des graines de P. australis sous
l'effet des faibles doses de Cd (un élément hautement toxique), et la stimulation, bien que
parfois non significative, sous les faibles doses de Ni (un é1ément essentiel a la croissance etau
développement normal des plantes), révelent la grande sensibilité du processus de germination
des graines de P. australis.

A des doses élevées (100, 500 et 1000 ppm) de Cd et/ Ni, les résultats révélent
une inhibition significative de la croissance en longueur des racines et des pousses des
le dixieme jour, illustrant l'effet phytotoxique aigu du Cd et du Ni. Ce phénomene est
vraisemblablement li¢ & une perturbation de 1'activité mitotique et a un stress oxydatif accru au
niveau des méristémes racinaires et caulinaire. L'analyse comparative entre 1’effet de Cd et Ni
sur la croissance en longueur des racines et des semis démontre que le Cd exerce un effet
inhibiteur plus marqué que le Ni, méme a des concentrations faibles.

La phytotoxicité de ces deux ETMs sur la croissance en longueur des plantules ne s'accroit pas
systématiquement de maniére significative avec l'augmentation des doses testées,
particulierement sous les doses de Ni. Cette constatation suggere que sous l'effet de fortes doses
de Ni, les seuils de phytotoxicité sont rapidement atteints sans augmentation linéaire.
Quant aux résultats enregistrés sous les doses mixtes : Cdooo ppm) TNi(120 ppb)s
Cd (100 ppm) +N1 (100 ppm) €t Cd (100 ppb) TN1 (1000 ppm) dans les trois périodes de croissance (10, 20

et 30 jours) ; D’interaction entre les deux ETMs se manifeste par un effet antagoniste.
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Il semblerait que ces doses aient entrainé une inhibition de la croissance en longueur des racines

et des pousses moins importantes comparée aux hautes doses individuelles correspondantes.
L'ajout de faibles doses de Ni (étant un élément bénéfique pour la nutrition) pourrait améliorer
certains processus physiologiques chez P. australis, conduisant ainsi a une amélioration de
la croissance en longueur des racines et des pousses. Ou cela pourrait étre di @ un phénomene
d'hormese, ou l'addition de faibles doses de Cd et de Ni a stimulé certains processus
physiologiques bénéfiques pour la croissance. Ou encore d'une induction plus forte des
systemes de détoxification en présence des deux ETMs.

L'analyse des mécanismes de défense enzymatique antioxydante chez les semis de
P. australis face au stress induit par différentes doses de Cd et de Ni, seuls ou en combinaison,
révele non seulement une grande sensibilité de la germination et de la croissance précoce a ces
doses, mais aussi une réponse dynamique du systéme antioxydant.

Les résultats ont révélé des profils d'activité enzymatique variables, dépendant a la fois des
doses testées et de 1'organe végétal analysé. Sous les hautes doses simples de Cd et Ni ainsi que
toutes les doses mixtes, l'activité de la catalase (CAT), la gaiacol peroxydase (GPOx) et
la glutathion-S-transférase (GST) a été significativement stimulée dans tous les organes
(feuilles, tiges, racines) comparativement au groupe contrdle. De manic¢re générale, un effet
dose-réponse positif a été observé pour ces trois enzymes.

Sous les faibles doses de Ni, aucune différence significative n'a été observée par rapport aux
témoins. En revanche, une stimulation de l'activité enzymatique, variable selon l'enzyme et
l'organe, a été notée sous les faibles doses de Cd, confirmant ainsi la sensibilité des plantules
de P. australis a ce ETM toxique.

Leshautes doses de Cd, de Ni et de leur combinaison (Cd+Ni) ont induit un stress oxydatif chez
les plantules de P. australis. Pour se protéger contre ce stress et neutraliser les espéces réactives
de l'oxygéne (ERO), qui peuvent altérer la syntheése des protéines, des lipides et d'autres
fonctions cellulaires, les plantules ont mis en place un syst¢tme de défense impliquant la
biosynthése de la CAT, de la GPOx et de la GST. Cependant, une variabilité¢ de réponse inter-
organe et selon ’ETMs a été observée.

L'induction de I’activit¢ de CAT, GPOx, GST n'était pas uniforme. Il y a eu des
différences quantitatives dans l'induction selon l'organe (feuilles, tiges, racines) et I’ETMs
utilisé (Cd, Ni, Cd+Ni). Nos résultats montrent que 1'induction de l'activité de la CAT, GPOXx,
GST par le Cd, le Ni et le Cd+Ni était plus €élevée dans les racines que dans les feuilles et
les tiges, suivant I'ordre : Racine > Feuille > Tige. Cette stimulation d'activité dans les racines

est due au fait que celles-ci constituent le premier site d’interaction et d’absorption du Cd et du
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Ni présents dans le milieu. En outre, P. australis est considérée comme une plante dite
« excluder » car elle accumule préférentiellement le Cd et le Ni dans ses parties souterraines
plutdt que dans ses parties aériennes (tiges, feuilles). En conséquence, les racines subissent des
niveaux d’exposition beaucoup plus €élevés que les autres organes.

Concernant la variabilité de I'induction de I’activité de CAT, GPOx, GST entre les ETMs testés
dans les trois organes, nos résultats montrent que lactivit¢é de GPOx sous Cd est
supérieure > a celle sous Ni. En revanche, I’activité de CAT sous Cd est inférieure < a celle
sous Ni. Quant a l’activit¢ de GST sous Cd, elle était proche de celle sous Ni, sauf dans
les racines ou GST sous Cd est inférieure < a GST sous Ni.

La variabilit¢ des réponses enzymatiques de CAT, de la GPOx et de la GST reflete
les différences dans les mécanismes d'action phytotoxique du Cd et du Ni. Ces deux ETMs
semblent induire un stress oxydatif via des voies distinctes, nécessitant des réponses
antioxydantes spécifiques et adaptées chez P. australis. La CAT, la GPOx et la GST semblent
jouer des roles complémentaires mais différents dans la détoxification du Cd et/ou du Ni,

contribuant ainsi a la gestion du stress oxydatif induit par ces ETMs.
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Chapitre II : Phytoépuration des eaux contaminées par le Cadmium et/ou le Nickel

1 Matériel et méthodes

Apres avoir évalué l'effet de différentes doses simples et combinées de Cd et/ou de Ni sur
la germination des graines de Phragmites australis. Ce deuxiéme chapitre se concentre sur
le comportement et la capacit¢ de cette espece a se régénérer a partir des rhizomes dans
un systeme expérimental de lagunage a macrophytes ; en analysant les effets du Cd et/ou du Ni
sur le débourrement des nceuds des rhizomes et la néoformation de jeunes plants (reproduction
végétative), ainsi que I'accumulation de Cd et Ni dans les plantes régénérées. Enfin, la capacité
du systéme épuratoire est mesurée en analysant les concentrations de Cd et de Ni dans les eaux

en sortie du systéme apres phytoépuration.
1.1 Matériel végétal

Notre choix s'est porté sur Phragmites australis pour l'utilisation dans un systéme de
lagunage a macrophytes, en raison de plusieurs avantages qu'elle présente par rapport a d'autres
plantes. Elle se caractérise par une croissance vigoureuse, ainsi qu'un large intervalle de
tolérance a la salinité, a la température, conditions hydrologiques et aux ETMs, ainsi qu'une
capacité d'accumulation d'ETMs tels que le Cd, Cu, Ni, Pb et le Zn. De plus, étant une plante
cosmopolite, elle possede la capacité de s'adapter a différentes conditions climatiques.
Les rhizomes de P. australis utilisée dans notre étude ont été obtenus a partir d’une population
naturelle croissante sur les berges du barrage de Babar-Khenchela (35°10°31.1"N et
7°01°15.4"E) dans le nord-est de 1’ Algérie. Aucun ETM ou polluant organique n’a ét¢ signalé
dans les eaux du barrage. Les rhizomes ont été sélectionnés en fonction de critéres
morphologiques les plus homogenes possibles (diamétre et longueur et poids) et chaque

rhizome contient entre 5 et 6 noceuds consécutifs.
1.2 Dispositif expérimental et conditions de culture

Notre dispositif expérimental a été installé dans la wilaya de Tébessa au début de
la période de printemps, pendant 24 semaines a deux reprises (deux périodes distinctes) :
du 20-03-2018 au 04-09-2018 et du 22-03-2019 au 06-09-2019.

Le system de lagunage a macrophyte est constitué de 30 bacs, chaque bac ayant une capacité
de 50 litres avec un diametre de 70 cm (2 70 cm) (Fig. 19). Pour évaluer l'efficacité du marais
filtrant expérimental dans 1'épuration des eaux contaminées par du Cd et/ou Ni, nous avons

choisi d'utiliser 3 doses simples de Cd, 3 doses simples de Ni et 3 doses combinées ou mixtes :
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- Contrdle : Eau plus solution nutritive de Hoagland.

- Cd: Cd (1000 ppm) / Cd (100 ppm) / Cd (100 ppb) (0.1 ppm).

- Ni : Ni (1000 ppm) / N1 (100 ppm) / N1 (120 ppb) (0.12 ppm).

- Cd + Ni : Cd (1000 ppm) N1 (120 ppb) / Cd (100 ppm) TNT (100 ppm) / Cd (100 ppb) +N1 (1000 ppm).-

Les doses ont été sélectionnées afin de reproduire les divers scénarios des quantités de Cd et de
Ni que peut recevoir un systétme de phytoépuration. Les doses faibles (Cd = 100 ppb et
Ni = 120 ppb) pourraient représenter une exposition naturelle de fond présente dans les eaux
non polluées. La dose (Cd ou Ni = 100 ppm) pourrait provenir d'eaux usées contaminées par
des activités agricoles ou industrielles. La dose élevée (1000 ppm) représenterait une situation
de pollution extréme de I'eau.

Le chlorure de cadmium (CdCl») (CdClz, H20 : 98 % of purity, Merck chemicals) et le chlorure
de nickel (NiClz) (NiClz, SH20 : 98.8 % of purity, Merck chemicals) ont ét¢ sélectionnés pour
préparer les doses a utiliser en raison de leur grande solubilité et phytodisponibilité.

Les doses de Cd et de Ni utilisées dans notre expérimentation ont ét€é analysées aprés
la préparation par la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif NexION® 300D
(ICp-MS : perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA). Les résultats étaient les suivants :

- Cd (100 ppby = 100 = 1,8 ; Cd (100 ppm) = 100 = 6,73 ; et Cd (1000 ppm) = 1000 £ 6,02 (n = 4).

- Ni (120 ppby = 120 + 2,15 ; Ni (100 ppm) = 100 £ 2,60 ; et Ni (1000 ppm) = 1000 £ 3,02 (n = 4).

Le type de marais filtrant utilisé dans notre étude est un marais filtrant a écoulement
surfacique a trois étages. Dans chaque étage et bac, 1'eau séjourne pendant 8 semaines avant
d'étre transférée a 1'¢tage suivant (Fig. 18).

Cinque (05) rhizomes, chacun ayant de 5 & 6 nceuds, ont été placé dans chaque bac de chaque
¢tage apres chaque 8 semaines comme suit :

-Dans le ler étage (semaine 1 a 8) a deux reprises : du 20-03-2018 au 15-05-2018 et du
22-03-2019 au 17-05-2019.

-Dans le 2éme étage, (semaine 9 a 16) a deux reprises : du 16-05-2018 au 10-07-2018 et
du 18-05-2019 au 13-07-2019.

-Dans le 3éme étage, (semaine 17 a 24) a deux reprises : du 11-07-2018 au 04-09-2018 et
du 14-07-2019 au 08-09-2019.

En guise de substrat ou de support pour les plantes et les racines, un double filet avec des mailles
de 2=0,5 cm de diametre a été déposé au fond et également a la surface des bacs.

Dans chaque bac, nous avons submergé les rhizomes avec 15 cm (8 litres) d'eau contaminée
par du Cd et/ou du Ni, contenant une solution hydroponique nutritive de Hoagland (Basal Salt

Mixture : Sigma-Aldrich, Cat. no : H2395):
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(NHz)3pO4 (115.03 mgl!), H3BO; (2.86 mgl!), Ca (NOs), (656.4 mgl ™), CuSO4 (0.08 mgl™),
Fea(C4H40¢6)3 (5.32 mgl™!), MgS04 (240.76 mgl™'), MnCl (1.81 mgl'), MoOs (0.016 mgl™),
KNOs (606.6 mgl™!), ZnSO4(0.22 mgl™).

Nous avons dilu¢ la solution nutritive (1/4), ce qui est la mieux adaptée pour les plantes a faibles
besoins en éléments nutritifs, telles que les macrophytes (Hoagland et Arnon, 1950). Le pH de
la solution nutritive diluer % utiliser dans notre expérimentation était = 6,2 a 23°C.

Le marais filtrant que nous avons mis en place inclut une faible pente de 5 % pour garantir que
l'eau s'écoule par gravitation lentement et uniformément. Le marais filtrant a été placé sous
un abri en polyéthyléne transparent, érigé a une hauteur de 3 métres pour minimiser l'impact
des précipitations sur l'apport en eau. Pour maintenir une concentration constante des doses
utilisées, nous avons évalué¢ I'évaporation et compensé les pertes en eau en ajoutant de l'eau
chaque 3- 4 jours.

La zone ou nous avons installé notre marais filtrant expérimental (35°24'18.82"N et 8°
3'58.11"E) se trouve dans la wilaya de Tébessa, caractérisée par un climat de type
méditerranéen semi-aride, avec des étés chauds et secs de juin a aoit, et des hivers doux avec
peu de pluie. Selon les données de la station météorologique de la wilaya de Tébessa (1972 -
2016), la température annuelle moyenne était de 15,87 °C, et la pluviométrie annuelle moyenne
s'¢levait a 353,41 mm. Les mois les plus humides sont septembre, mars, avril et mai, avec
respectivement 38,46 mm, 35,949 mm, 36,378 mm et 36,088 mm de précipitations.
En revanche, le mois le plus sec est juillet, enregistrant seulement 14,17 mm de pluie.
Les températures qui ont accompagné 1’installation du marais filtrant, le débourrement des
neeuds des rhizomes et la croissance des plantules sont résumées dans le tableau 15 (la station

météorologique de la wilaya de Tébessa).

Tab.15 : Moyennes périodiques des températures enregistrées au cours de I’expérimentation

Moyenne T °C
Btages du marais filtrant 1, 0 03 5018 au  Du 22-03-2019 au
04-09-2018 06-09-2019
Etage 1 (semaine : 1-8) 14,49 13,28
Etage 2 (semaine : 9-16) 23,54 24,42
Etage 3 (semaine : 17-24) 28,73 26,62
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Semaine: 1-8 Semaine: 9-16 Semaine:17-24

Eau contaminée (Cd et/ou Ni)

+ Rhizomes
Rhizomes + Eau épurée
\ de I'étage 1

\ Rhizomes + Eau épurée
< TI- de I'étage 2
Dosage du Cd et/ou Ni a

ool
Entrée e la sort%e du marais filtrant
g \ - T

Drosceccdl

===

e tma E Sortie
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3
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1-Rhizomes de P. australis

2- Plantules de P. australis
apres 8 semaines dans
le 1-er étage

4- Marais filtrant
expérimental a 3 étages

3- Plantules de P. australis apres 6
semaines dans le 2 -éme étage

Fig. 19 : Systéme de lagunage a macrophytes avec marais filtrant a écoulement surfacique en
trois étages (L’eau polluée par le Cd et/ou le Ni séjourne pendant 8 semaines avant d'étre

transférée a l'étage suivant).
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1.3 Taux de plantules néoformées dans le marais filtrant

Afin d'analyser I'efficacité de ce systeme de lagunage et les effets du Cd et/ou du Ni sur
la néoformation de nouvelles plantules. Les plantules néoformées apres le débourrement des
neeuds (5 et 6 nceuds consécutifs par rhizome : 27-28 nceuds par traitement) ont été dénombrées
dans les 30 bacs pendant 8 semaines (56 jours), répartis-en : 3 étages de contrdle, 3 étages et
doses de Cd, 3 étages et doses de Ni et 3 étages et doses mixtes de Cd et Ni.

L'eau contaminée et les plantules néoformées ont s¢journé dans 1'étage 1 pendant les semaines
1 a 8, dans I'¢tage 2 de la semaine 9 a 16, et dans I'étage 3 de la semaine 17 a 24 de
l'expérimentation. Les données de dénombrement ont ensuite ét¢ soumises a une analyse

statistique pour €valuer toute variation significative entre les groupes.
1.4 Dosage du cadmium et du nickel

L'optimisation du protocole et le dosage du Cd et du Ni a la sortie du marais filtrant et
dans les plantes de P. australis ont été réalisés a I’Ecole de médecine et des sciences
biomédicales (ICBAS) de I’'Université de Porto, Portugal, ainsi qu'au laboratoire G.F. Ingrassia

de I’Université de Catane, Italie.

1.4.1 Dosage du Cd et du Ni a la sortie du marais filtrant

Les eaux récupérées a la sortie du marais filtrant expérimental ont été analysées pour
quantifier les deux ETMs par la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICp-MS
: Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA) NexION® 300D. Pour la quantification des deux
ETMs, la digestion acide (5 ml d’HNO; a 65 %) a été effectuée dans un systeme de digestion
DigiPrep a 120 °C pour un cycle de 120 min.

1.4.2 Dosage du Cd et du Ni dans les plantes

Un (01) g de la partie aérienne et racinaire de chaque traitement de chaque étage a été
prélevé et déposé dans des tubes de digestion. Huit (8) ml de HNO3 (65 %) et 1 ml de H,O»
(30 %) ont été ajoutés, et le tout a ensuite été¢ digéré a 85 °C pendant 120 minutes a l'aide
d'un systéme de digestion DigiPrep. La solution dans les tubes a ensuite été diluée avec de 1'eau
MilliQ® jusqu'a un volume final de 50 ml. Ensuite, le tout a été filtré en utilisant des filtres
seringue en nitrocellulose (0,45 um). La détection et la quantification des Cd et Ni ont été
réalisées par La spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) (NexION®
300D: perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA), en suivant la méthode EPA 6020, en utilisant

Yttrium (Y) et Rhénium (Re) comme étalons.
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1.5 Spéciation chimique du Cd et du Ni dans le marais filtrant

Pour avoir une idée de la spéciation chimique des ETMs et de la phytodisponibilité des
doses utilisées dans notre expérimentation, nous avons utilisé le logiciel PHREEQC (Version
2.0) pour prédire la spéciation de CdCl, et/ou NiCl,. Les parametres d'entrée du modele
comprenaient les variations de la température ambiante, du pH des eaux contaminées, et de
la concentration de Ni et/ou Cd mesurées a l'entrée et a la sortie de chaque étage, ainsi que
la solution nutritive de Hoagland, en supposant que la composition de celle-ci reste plus ou
moins constante dans chaque étage (avec 1 utilisation d’une dilution de ). Les résultats sont

exprimés en pourcentage (%) des différentes especes chimiques de Cd et Ni.

2 Analyse statistique.

Un dispositif en split-plot a été¢ utilisé pour l'analyse des résultats. Le taux de
néo formation sous chaque dose de Cd et/ou de Ni, y compris pour le groupe témoin dans chaque
¢tage, ainsi que le taux global de néoformation de nouvelles plantules dans les trois étages
(étage 1 + étage 2 + étage 3), ont €té exprimés sous forme de moyennes de deux répétitions ou
expériences indépendantes (+ écart type). Une analyse de variance (ANOVA) a deux facteurs
(étage et dose d'ETM) a été réalisée avec un seuil de signification p < 0,05 pour tester les
différences significatives entre les valeurs moyennes obtenues dans chaque étage du marais
filtrant.

La quantité de Cd et de Ni éliminée par étage du marais filtrant a ét€¢ exprimée sous forme
de moyennes de deux répétitions indépendantes (+ écart type). Une analyse de variance a un
seul facteur (étage) a ¢té réalisée pour chaque dose, avec un seuil de signification p < 0,05.

Les résultats du dosage du Cd et du Ni dans la partie aérienne (feuilles et tiges) ainsi que
dans la partie souterraine des plantes ont fait I’objet d’une analyse de variance a un facteur
(étage), avec un seuil de signification fixéa p <0,05.

Tous les résultats significatifs obtenus par I’analyse ANOVA ont été suivis de
comparaisons des moyennes réalisées a 1I’aide du test de Tukey, qui permet d'effectuer des
comparaisons multiples. Si p < a (avec a = 0,05), cela indique des différences significatives
entre les moyennes, entrainant le rejet de I'hypothese d’égalité.

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel IBM SPSS version 25 (SPSS
Inc. 2011). Enfin, pour une meilleure visualisation des résultats, des histogrammes ont été

réalisés avec les logiciels R.
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3 Résultats

3.1 Taux total de plantules néoformées dans le marais filtrant

La figure (20) illustre les variations du taux de la néoformation de nouvelles plantules de
P. australis dans le marais filtrant (moyenne des trois étages) en fonction des différentes doses
de Cd et/ou de Ni. Globalement, les résultats indiquent que la formation de nouvelles plantules
diminuent a mesure que les doses de Cd et/ou de Ni augmentent. L' ANOVA a deux facteurs :
¢tage et dose d’ETM, a révélé des effets significatifs du facteur étage (F230=4,21;p=0,02 <
0,05 ), ansi que pour le facteur dose (Fo30 = 66,56 ; p= 0,000 < 0,05 ), par contre l'interaction
étage x dose, n'a pas révélé deffet significatif sur la néoformation des plantules (Fis30 = 0,54 ;
p=0,91>0,05). La comparaison des taux de néoformation avec celui du groupe t¢moin (Moy
des 3 étages : 69.33%), en utilisant le test de comparaisons multiples de Tukey a révélé un effet
négatif significatif pour toutes les doses utilisés, a 1'exception des doses de Cd 100 ppb) €t Ni(120
ppb), OU nous avons enregistré les taux les plus élevés 70% et 68,67 %, respectivement. Les taux
les plus bas ont été enregistrés dans sous Cd(1000 ppm), Ni(1000 ppm), Cd (1000 ppm) + Ni(120 ppb) €t
Ni1000 ppm) + Cd(100 ppb). Quant au taux de néoformation sous les doses individuelles et combinées
de Cd100 ppm) €t/ou Ni(i00 ppm), les résultats ont mis en évidence des différences significatives
tant entre elles qu'avec le groupe témoin. De plus, ’effet combiné de Cd et Ni semble avoir

un effet moins prononcé sur la néoformation que les doses individuelles Cdq100 ppm) €t Ni(100 ppm).
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Fig. 20 : Taux de néoformation de plantules de P. australis dans les trois étages du marais
filtrant en fonction des différentes doses de Cd et/ou de Ni. Les valeurs représentent les moyennes

(£ 8d) de 2 répétitions indépendantes et ceux avec des lettres différentes sont significativement distinctes
(p <0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus basses recoivent la lettre (a).
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3.2 Taux de plantules néoformées sous le Cd dans les étages du marais filtrant

Les taux de néoformation de nouvelles plantules de P. australis dans chaque étage du

marais filtrant et sous les différentes doses de Cd sont présentés dans la figure (21).
L'analyse des effets de chaque dose de Cd sur le taux de néoformation réveéle une similitude
marquée des résultats obtenus dans les trois étages des bacs témoins, contenants la solution
hydroponique de base, et de ceux supplémentés avec Cdoo ppp). Nous avons enregistré
respectivement 68 %, 72 % et 68 % dans les étages (1), (2) et (3) des bacs témoins, et 70 %
dans tous les étages des bacs avec Cdiooppb).
Dans les bacs contenant Cd(i00 ppm) €t Cd(1000 ppm), OU le taux de néoformation est notablement
réduit (de 16 % a 34 %) comparativement au groupe control, I'émergence des plantules a
généralement augmenté de 1'étage 1 al'étage 3. Cependant, I'analyse de variance pour le facteur
¢tage de chaque dose a indiqué que cette augmentation n'était pas statistiquement significative
entre les trois étages ; Cdgiooppm) (F23 = 3,17 ; p= 10,18 >0,05) et Cd1000 ppm) (F23=4;p=0,14
> 0,05), Groupe t¢émoin (F23=10,20; p=0,83 > 0,05).
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Fig. 21 : Taux de néoformation des plantules de P. australis selon I'étage du marais filtrant et
les doses simples de Cd. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de 2 répétitions
indépendantes, et celles avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p <0,05,
test de Tukey). Les valeurs les plus basses regoivent la lettre (a).
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3.3 Taux de plantules néoformées sous le Ni dans les étages du marais filtrant

La figure (22) présente les taux de néoformation de nouvelles plantules de P. australis
par étage du marais filtrant sous différentes doses de Ni.
La figure met en évidence que la formation de nouvelles plantules a partir de rhizomes est
dose-dépendant. L'effet négatif sur I'¢mergence des plantules s'accentue a mesure que la dose
augmente, particulierement dans les eaux avec Ni(iooppm) €t Ni(1000ppm), OUl nous avons enregistré
respectivement 34 %, 42 % et 46 % sous Ni100ppm) €t 22 %, 26 % et 30 % sous Nioooppm) dans
les étages 1, 2 et 3.
L'analyse de variance a révélé que le facteur « étage» n'a pas d'effet significatif sur
la néoformation pour toutes les doses: Groupe témoin (F23 = 0,20 ; p = 0,83 > 0,05),
Ni20ppb) (F23 = 0,59 ; p = 0,94 > 0,05), Nigooppm) (F23 = 2,55 ; p = 0,23 > 0,05 ) et aussi
Nigoooppm) (F23 = 0,34 ; p=0,73 > 0,05).
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Fig. 22 : Taux de néoformation des plantules de P. australis selon 1'étage du marais filtrant et
les doses simples de Ni. Les valeurs représentent les moyennes (= Sd) de 2 repétitions
indépendantes, et celles avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p <0,05,
test de Tukey). Les valeurs les plus basses regoivent la lettre (a).

95



Chapitre II Expérimentations et discussions des résultats

3.4 Taux de plantules néoformées sous les doses mixtes

Le taux de néoformation de nouvelles plantules de P. australis par étage du marais filtrant
sous les différentes doses combinées de Cd et Ni est présenté par la figure (23).
Sousles doses combinées de Cd etde Ni, les résultats indiquent que dans le 3°™° étage du marais
filtrant, on enregistre toujours les taux de néoformation les plus élevés. Nous avons enregistré
20 % dans les bacs avec Cd (100 ppb) T Ni(1000 ppm), 24 % dans les bacs avec Cd (100 ppb) + Ni(1000 ppm)
et 58 % dans les bacs avec la dose mixte Cd100 ppm) + Ni(100 ppm).-
Contrairement a ce qui a été observé sous Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm), OU l€ taux augmente en passant
de I'¢tage (1) a l'¢tage (3), le taux était identique dans les étages (1) et (2) sous
Cd (1000 ppm)T N1 (120 ppb), ainsi que sous Cd (100 ppbyt N1 (1000 ppm)-
L'analyse de variance pour le facteur étage pour chaque dose mixte (Ni + Cd) a révélé que
les différences entre les taux de néoformation dans les étages (1), (2) et (3) ne sont pas
significatives sous Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb) (F23 = 0,50 ; p = 0,65 > 0,05), ainsi que sous
Cd (100 ppb) + Ni (1000ppm) (F23 = 0,2 ; p= 0,83 > 0,05). En revanche, sous Cd100 ppm) + Ni(100 ppm)
(F23 =16 ;p=0,025 0,05), les différences ont été statistiquement différentes, ou nous avons

enregistré 42 %, 50 % et 58 % dans les étages (1), (2) et (3), respectivement.
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Fig. 23 : Taux de néoformation des plantules de P. australis selon I'étage du marais filtrant et
les doses combinées de Cd + Ni. Les valeurs représentent les moyennes (= Sd) de 2 répétitions
indépendantes, et celles avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p <0,05,
test de Tukey). Les valeurs les plus basses regoivent la lettre (a).
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3.5 Dosage du Cd et du Ni dans les eaux des étages du marais filtrant
3.5.1 Dosage du Cadmium

La quantité¢ de cadmium mesurée a la sortie de chaque étage du marais filtrant, ainsi que
la quantité éliminée sous des doses simples et combinées de Cd avec Ni, sont récapitulées dans
les tableaux (16) et (17).

Dans les bacs avec les doses simples de Cd (Tab. 16), les résultats révélent une diminution
progressive de la quantité de Cd dans les eaux a chaque étage. Cependant, sous Cdiooppb),
aucune quantité¢ de Cd n’a été détectée a la sortie de I’étage (1).

L’analyse de variance (un seul facteur : étage) pour chaque dose a montré que les différences
entre les quantités ¢liminées dans les bacs sous Cd(i00ppm) dans les trois étages n’ont pas été
statistiquement différentes (F29 = 2,34 ; p = 0,15 > 0,05). Cependant, sous Cdio0o0ppm), les
différences sont significatives (F20 = 7,98 ; p = 0,010 < 0,05), ou seulement 25.03% des
1000 ppm mis a I’entrée du marais filtrant ont été éliminés.

En ce qui conceme les résultats sous des doses combinées de Cd + Ni (Tab.17),
les résultats étaient similaires a ceux enregistrés sous les doses simples de Cd, ou la quantité de
Cd diminue au fur et a mesure a la sortie de chaque étage. De plus, la proportion de Cd éliminée
augmente en passant de I'é¢tage (1) alI'étage (3).

Sous la dose mixte de Cd100ppb) +Ni(1000ppm) aucune quantité¢ de Cd n’a été détectée dans les eaux
a la sortie de 1’étage (1). L’analyse de variance inter-étage pour chaque dose combinée a révélé
que les différences entre les quantités éliminées dans les bacs sous Cd100ppm) +N1i(100ppm) NE sont
pas statistiquement différentes (F20 = 0,28 ; p = 0,76 > 0,05), ou nous avons enregistré
respectivement 13,71 ppm, 13,52 et 19,86 ppm.

Quant aux bacs avec la dose combinée de Cd(1000 ppm)+ Ni(120 ppb), seules les différences entre
les quantités éliminées a I'étage (1) et (2) ne sont pas significativement distinctes, ou nous avons

enregistré respectivement 65,5 ppm et 70,80 ppm (F29=21,75 ; p=0,0004 < 0,05).
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Tab. 16 : Quantités de Cd mesurées et ¢liminées a la sortie des étages du marais filtrant selon
les différentes doses de Cd testées. Les valeurs avec des lettres différentes dans une ligne sont
significativement distinctes (p < 0,05, test de Tukey). Les valeurs représentent les moyennes
(£ SD) de 2 expériences indépendantes et 2 répétitions. Les valeurs les plus basses regoivent la
lettre (a).

Etage Etage 1 Etage 2 Etage 3 %
Total

. [Cd] [Cd] [Cd] [Cd]

A la sortie | dansl’eau |, [-Cd] , | dans1’eau |, [-Cd] .| dansl’eau |, [.C(.l] , ,d-e C.d,
o r éliminé éliminé éliminé | éliminé
de I’étage (ppm) (ppm) (ppm)

Controle 0 - 0 - 0 - 0
Cd 100 ppn) 0 0,10 0 - 0 - 100%
Cd 100 ppm) | 87,20+ 5,40 | 12,8% |63,46+2,61 | 15,74% [ 40,63+£1,79? | 18,33% | 59,37%
Cd 1000ppm) |927,66+ 4,94 | 72,34 |847,5+3,11|80,16 ab 1749 73+ 7,05 | 87,27° | 25.03%

Tab. 17 : Quantités de Cd mesurées et éliminées a la sortie des étages du marais filtrant selon
les différentes doses mixtes testées. Les valeurs avec des lettres différentes sont
significativement distinctes (p < 0,05, test de Tukey). Les valeurs représentent les moyennes (+
SD) de 2 expériences indépendantes et 2 répétitions. Les valeurs les plus basses regoivent la
lettre (a).

Etage Etage 1 Etage 2 Etage 3 %
Total
lcd [Cd] cdy | €A eg) [Cd] [cd] | decd
A la sortie | dans1’eau elimine dans I’eau limine dans I’eau liming | éliminé
de I’étage (ppm) (ppm) (ppm)
Controle 0 - 0 - 0 - 0
Cd_ (100 ppb) & 0 0.10 0 - 0 - 100%
N1 (1000 ppm) ’
Cgi‘z?gopp“‘))& 86,29+ 5,00 | 13,71° | 67,77£1,47 | 13,52° | 47,9142,71 | 19,86* | 52,09%
ppm
Cg.“”“”ppm) &1934,50+ 4,54 | 65,5 | 863,7+6,8 | 70,8* |770,33+7,34|93,37° | 22,97%
1 (120 ppb)

3.5.2 Dosage du Nickel

La quantité de Ni mesurée dans les eaux a la sortie des trois étages du marais filtrant, ainsi
que la quantité éliminée (Tab. 18), montrent que quelle que soit la dose utilisée, la quantité de
Ni ala sortie des étages diminue en allant de I’étage (1) a (3).

Pour les bacs avec la dose la plus faible Nig2oppb), pas de Ni détecté¢ dans les trois étages.
Quant aux doses de Niooppm) €t Nigi000ppm), la quantité éliminée par étage était similaire et
statistiquement non différente : 16,8 ppm dans I’ étage (1), 16,67 ppm pour 1’étage (2), et 14,79
ppm dans les eaux a la sortie de 1’étage (3) (F29=0,77; p=0,49> 0,05). La méme tendance a

¢galement été observée sous Ni(io00 ppm), bien que les différences entre les valeurs soient plus
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importantes. Nous avons enregistré 120 ppm a la sortie de I’étage (1), 129,59 et 127,37 ppm
dans les étages (2) et (3) respectivement (F29 = 3,38 ; p=0,08> 0,05).

Les résultats de la quantité de Ni mesurée dans les eaux des bacs qui contiennent des doses
mixtes de Cd et Ni (Tab. 19), montrent que les valeurs sont trés proches de celles enregistrées
sous les doses individuelles de Ni. Cependant, la tendance des quantités éliminées est haussicre,
allant de I’étage (1) vers I’étage (3). Cette hausse des valeurs inter-étages reste non
significative sous Cd 100 ppm) + Ni(100 ppm) (F29=3,97; p=0,058 > 0,05). Pour la dose combinée
Cd(1000 ppm) T Ni(120 ppb), 11 est évident que le systeme de phytoépuration dans les étages (2) et (3)
était plus performant que celui de 1’étage (1). L analyse de variance et le test post-hoc de Tukey
ont révélé la présence de différences significatives entre les quantités éliminées dans les étages
(2) et (3) par rapport a celui de 1’étage (1) (F29= 14,39 ; p= 10,02 <0,05).

Tab. 18 : Quantités de Ni mesurées et ¢liminées a la sortie des étages du marais filtrant selon
les différentes doses de Ni testées. Les valeurs avec des lettres différentes sont significativement

distinctes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de 2 répétitions
de deux expériences indépendantes. Les valeurs les plus basses regoivent la lettre (a).

Etage Etage 1 Etage 2 Etage 3 A
. ) ) ) Total

. Nl [N1] [Ni] [Ni] INi] [Ni] Nl | de Ni

A la sortie dans’eau | ..+ . ,| dansl’eau |..\ A ,| dansleau | ..\ | rpe o,
. x ¢éliminé ¢liminé éliminé| éliminé
de I’étage (ppm) (ppm) (ppm)

Controle 0 - 0 - 0 - 0
Ni (120 ppb) 0 0,12 0 - 0 - 100%
Ni 100 ppm) | 83,20+£2,58 | 16,82 | 66,52 1,17 | 16,67 * | 51,73 £3,43 | 14,79 | 48,27%

Ni 1000 ppm) | 879,96 £6,28 |120,04%|750,37 +£5,72(129,59*| 623 +4,08 [127,37*| 37,7%

Tab. 19 : Quantités de Ni mesurées et ¢liminées a la sortie des étages du marais filtrant selon
les différentes doses mixtes testées. Les valeurs avec des lettres différentes sont
significativement distinctes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs représentent les moyennes
(£ 8d) de 2 répétitions indépendantes, les valeurs les plus basses re¢oivent la lettre (a).

Etage Etage 1 Etage 2 Etage 3 %
. INi] [Ni] . [Ni] . [Ni] . Total
Ala sortie | dans’eau él?r\lnli]né dans I’eau él?ljlﬂ’lé dans I’eau él?ljlﬂlé ‘de Ni
de I’étage (ppm) (ppm) (ppm) ¢liminé
Controdle 0 - 0 - 0 - 0
Cd (1000ppm) & 0 0,12 0 - 0 - 100%

Ni 120 ppb)

C§.<1°°Ppm>& 82,10+ 3,46 | 17,902 |59,96+1,15 |22,14%| 36,3+3,65 |[23,62%| 63,70%
1 (100 ppm)

ch (100ppb) & 1 886 30+ 4,33 [113,702| 765,90+1,1 | 120,4° | 642,34+5,29 {123,56°| 35,77%
1 (1000 ppm)
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3.6 Spéciation chimique du Cd et du Ni dans le marais filtrant

3.6.1 Spéciation chimique des doses simples de Cd

Les résultats montrent que les formes chimiques majoritaires du Cd varient selon
les doses initiales utilisées. Les facteurs : Température, pH, et la dose regue par chaque étage
n'influencent pas la dominance, mais modifient légérement le taux de chaque forme chimique.
Avec une dose initiale de Cd1000 ppm), les espéces majoritaires sont CdC1* et Cd*?, quelle que
soit la température et le pH. Lorsque la dose initiale diminue a 100 ppm, Cd** devient
majoritaire, le pourcentage (%) de CdHPOs augmente considérablement, tandis que CdCI"
diminue de plus de 5 fois par rapport a ce qui a été observé avec Cd 1000 ppm). A 100 ppb, Cd*?
et CAHPO4 dominent, et le % de Cd(OH); triple comparativement a ce qui a été enregistré avec
100 ppm, quand a CdCI" disparait totalement sous la dose Cd(i00 ppb).

Tab. 20 : Spéciation chimique de CdCl: dans les eaux du marais filtrant. Le (%) de chaque

espece chimique a été prédit en fonction des variations de pH, de la température, des doses de
Cd recues par chaque étage, et en présence de la solution nutritive de Hoagland (diluée a ).

% Cd | % Cd: Etagel | % Cd : Etagel % Cd : Etage2 | % Cd : Etage 3
(Jour 1) (Semaine 8) (Semaine 17) (Semaine 24)
Moy T (°C) T (°C) = 9,45 T(°C) = 13,89 T(C)=23,98 | T (°C)=27,68
.. Cd =1000 ppm Cd =927,66 ppm Cd =847,5 ppm Cd =749,73 ppm
Forme chimique pH= 5,91;p pH=5,54pp pH=5,7§I§) : pH=5,69pp
CdCI* 50,14 50,38 50,32 50,13
Cd*? 32,20 31,70 30,99 30,14
CdHPO; (aq) 6,06 6,51 7.17 8,05
CdCL (aq) 4,58 476 4,90 5,04
Cd NH;*? 2,47 2,43 2,36 2,24
CdOH* 1,64 2,24 2,59 2,94
- Cd =100 ppm Cd =87,20 ppm | Cd =63,46 ppm Cd =40,63 ppm
Forme chimique pH=6,14 pH=6,05 pH=5,99 pH=5,93
Cd*? 44,86 44,05 41,84 39,06
CdHPO4 (aq) 22,82 27,21 31,06 35,58
CdCI* 9,16 9,24 8,97 8,53
Cd(OH); (aq) 7,62 273 127 0,49
Cd NH;*? 6,29 5,88 5,34 4,61
CdOH* 5,53 7,59 8,53 9,02
.. Cd =100 ppb Cd=0 Cd=0 Cd=0
Forme chimique pH= 6.46 ; / ;

Cd+? 35,61 0 0 0
CdHPO, (aq) 25,18 0 0 0
Cd(OH), (aq) 20,99 0 0 0

Cd NH;"? 6,73 0 0 0
CdOH* 8,25 0 0 0
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3.6.2 Spéciation chimique des doses simples de Ni

La prédiction de la spéciation chimique de doses simples de NiCly ; Ni (1000 ppm),
Ni (100 ppm) €t Ni (120 ppb) dans les eaux du marais filtrant est présentée dans le tableau (21).

Les résultats montrent que la forme chimique Ni** domine largement, quel que soit le pH,
la température, la dose initiale testée et la dose regue par chaque étage. Les formes chimiques :
NiHPO4, NiNH3"2, NiOH", NiSOs4 et Ni(OH)2 sont présentes en faibles proportions.
A Ni(1000 ppm), le Ni** domine largement (>90%) dans les trois étages. Les autres formes
chimiques NiHPO4, NiNH;"? et NiOH' sont a moins de 2%. A Nigoo ppm), le NiZ* reste
majoritaire mais diminue au profit de NiHPOs et NiNH3*? et NiOH" qui augmentent avec
I’augmentation de la température et la diminution du pH. Contrairement a Ni(OH)», dont le taux
diminue de moitié de I'étage (1) a I'étage (3). A 120 ppb, la forme soluble Ni*>* prédomine dans
les eaux de I'étage (1). A température similaire (étage 1), les formes NiHPO 4, NiNH;3*2 et NiOH"
présentent des taux plus élevés sous Ni(120 ppby que sous Ni (1000 ppm)> N1 (100 ppm)-
Tab. 21 : Spéciation chimique de NiCl: dans les eaux du marais filtrant. Le (%) de chaque

espece chimique a été prédit en fonction des variations de pH, de la température, des doses de
Ni regues par chaque étage, et en présence de la solution nutritive de Hoagland (diluée a 7).

% Ni % Ni : Etage 1 % Ni : Etage 1 % Ni : Etage 2 % Ni : Etage 3
(Jour 1) (Semaine 8) (Semaine 17) (Semaine 24)
Moy T (°C) T (°C)=9,45 T (°C)=13,89 T (°C)= 23,98 T (°C)=27,68
A Ni=1000 ppm Ni=879,96 ppm Ni=750,37 ppm Ni=623 ppm
Forme chimique pH= 5,56 pH=542 pH=536 pH=5,29
Ni*2 92,72 92,17 91,46 90,38
NiHPO, (aq) 1,75 1,96 2,18 2,57
NiNH;.? 1,31 1,46 1,66 1,89
NiOH"* 1,14 1,19 1,36 1,81
- Ni=100 ppm Ni=83,20 ppm Ni=66,52 ppm Ni=51,73 ppm
Forme chimique pH= 5,89 pH=5.76 pH=5,70 pH=5.64
Ni*? 77,69 76,21 74,2 72,23
NiHPO4 (aq) 5,79 5,90 6,56 7,42
NiNH;.? 5,28 5,66 6,29 6,56
NiOH~* 4,05 4,37 6,10 8,07
Ni(OH); (aq) 3,52 4,16 3,08 1,89
Forme chimique N;;jgng Nl/_ 0 Nl/_ 0 Nl/_ 0
Ni*2 72,23 0 0 0
NiOH~* 8,07 0 0 0
NiHPO, (aq) 7,419 0 0 0
NiNH3.2 6,56 0 0 0
NiSOs (aq) 1,939 0 0 0
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3.6.2 Spéciation chimique des doses mixtes de Cd et de Ni

La prédiction de la spéciation chimique de Cd et de Ni dans les eaux du marais filtrant,
en utilisant différentes doses combinées de CdCl et NiCl, sont présentée dans les tableaux (22),
(23) et (24).
Les résultats de la prédiction sous la dose combinée Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb) (Tab. 22), indiquent
que les especes chimiques de Cd les plus abondantes dans les eaux des trois étages sont
CdCl* et Cd*". Globalement, le taux de CdCl*, CdCl, et CdNH3;™ diminuent avec
l'augmentation de la température et la diminution de pH. En revanche, la proportion de Cd*" et
CdHPO4 augmente graduellement en passant de 1'étage (1) a 1'étage (3) avec I'élévation de
la température et la baisse du pH.
Quant aux résultats de la prédiction de la spéciation du Ni qui n'a pas été détecté dans les eaux
a la sortie des étages (1), (2) et (3), on a constaté que Ni?* prédomine largement, suivi par

Ni(OH),, NiNH3, NiOH" et NiHPOy4 en plus faibles proportions.

Tab. 22 : Spéciation chimique de CdCl: et NiCl. dans les eaux du marais filtrant sous
la dose combinée Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb). Le (%) de chaque espece chimique a été prédit en
fonction des variations de pH, de la température, des doses de Cd et/ou Ni regues par chaque
étage, et en présence de la solution nutritive de Hoagland (diluée a %4).

% CdetNi: % Cd etNi: % Cd etNi: % CdetNi:
% Cd et Ni Etage 1 Etagel Etage 2 Etage 3
> (Jour 1) (Semaine 8) (Semaine 17) (Semaine 24)
Moy T ( T(C)=945 | T(°C)=13,89 T (°C) = 23,98 T (°C) = 27,68
clﬂ‘;::l‘fw pH=5,97 pH=5,85 pH=5,77 pH=5,69
Cd (ppm) 1000 934,5 863,7 770,33
CdCl+ 51,056 51,022 48,402 46,211
Cd+2 32,858 32,571 34,654 35,864
CdHPO4 (aq) 5,444 5,624 6,516 7,601
CdCl (aq) 4,747 4,778 4,04 3,568
CdNH3+2 2,213 2,265 2,322 2,314
Ni (ppb) 120 0 0 0
Ni+2 70,449 0 0 0
Ni(OH)2 (aq) 10,424 0 0 0
NiNH3+2 7,164 0 0 0
NiOH+ 6,439 0 0 0
NiHPO4 (aq) 2,076 0 0 0
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Les résultats de la prédiction de la spéciation chimique du Cd et du Ni dans les eaux des

trois étages du marais filtrant, contenant la dose mixte de Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm) , SONt présentés
dans le tableau 23.

La forme chimique Cd*" est I'espéce prédominante aux trois étages du marais filtrant, avec
une variation minimale de sa proportion, passant de 47,26 % a 48,06 %. Cela suggere que
les facteurs : T (°C), le pH et la dose recue par chaque étage ont peu d'influence.

Cependant, le taux de CdCl® diminue de maniére significative et progressive avec
l'augmentation de la température et la diminution du pH, passant de 30,72 % dans I’é¢tage (1) a
16,63 % dans les eaux a la sortie de 1'é¢tage (3).

Contrairement a ce qui a été observé sous la dose combinée de Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb), la forme
CdHPO4 semble étre plus présente sous Cd100 ppm) + Ni100 ppm). Le taux de la forme chimique
CdHPO4 augmente avec 'augmentation de la température et la diminution du pH, passant de
'étage (1) a l'é¢tage (3). Cela suggere une complexation accrue du Cd avec les phosphates.
Pour la spéciation du Ni, I’espéce chimique Ni** prédomine mais sa proportion diminue de
facon notable avec I'augmentation de température et la diminution du pH au profit des formes

complexes NiNH3"2, NiOH* et NiHPO4 qui augmentent.

Tab. 23 : Spéciation chimique de CdCl: et NiCl: dans les eaux du marais filtrant sous la
dose combinée Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm). Le (%) de chaque espéce chimique a été prédit en
fonction des variations de pH, de la température, des doses de Cd et/ou Ni regues par chaque
étage, et en présence de la solution nutritive de Hoagland (diluée a %4).

% CdetNi | % CdetNi: % Cd et Ni : % CdetNi: % Cd et Ni :
Etage 1 (Jour 1) | Etagel (Semaine 8) | Etage 2 (Semaine 16) |Etage 3 (Semaine 24)
Moy T (°C) T(C)=945 | T(°C)=13,89 T (°C) = 23,98 T (°C) = 27,68
c:i‘l’;i‘;‘fle pH=6,01 pH=575 pH=5,71 pH=5,68
Cd (ppm) 100 86,29 67,77 4791
Cd*? 47,26 47,87 48,06 47,74
CdCI* 30,72 27,33 22,58 16,63
CdHPO, (aq) 1507 1722 20,64 2542
CdCl; (aq) 1,13 0,88 0,60 0,33
Ni (ppm) 100 82,10 59,96 36,3
Ni*? 79,207 77,278 74,437 71,201
NiNH*", 4,916 5,612 0,425 6,956
Ni(OH), (aq) 4,58 4,122 3,321 2,299
NiHPO4 (aq) 4,491 4,944 5,684 6,742
NiOH" 3,212 4,366 6,341 8,888
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Le tableau (24) présente la prédiction de la spéciation chimique de la dose combinée de
Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm), €n fonction de la température, du pH et de la concentration de Cd et de
Ni regue par chaque étage du marais filtrant.
Les espéces chimiques chlorées CACl" et CdCL, ainsi que le cation divalent Cd**, sont
les formes prédominantes dans les eaux de I'étage 1 (jour 1). Ces trois especes chimiques
représentent plus de 97 % de la quantité totale de Cd dans les eaux. En ce qui concerne 1'étage
(2) et I'¢tage (3), aucune quantité de Cd n'a été détectée dans les eaux.
Quant a la spéciation du Ni en présence de Cd, la forme Ni** était la plus prédominante dans
toutes les eaux des trois étages. Le taux de cette espéce chimique reste relativement stable et ne
présente pas de variations significatives entre les étages.
Les espéces chimiques NiHPOs, NiNH3"2 et NiOH " sont présentes dans les eaux en proportions
beaucoup plus faibles que Ni**, mais elles augmentent légérement en passant de 1'étage (1) a
1'¢tage (3), notamment avec I'augmentation de la T (°C) et la diminution du pH.
Les résultats de la spéciation du Ni étaient trés similaires a ceux de la dose simple de

Ni(1000 ppm), c€ qui indique que la présence de Cd a 100 ppb n'influence pas la spéciation du Ni.

Tab. 24 : Spéciation chimique de CdCl; et NiCl» dans les eaux du marais filtrant sous la dose
combinée Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm). Le (%) de chaque espéce chimique a été prédit en fonction
des variations de pH, de la température, des doses de Cd et/ou Ni regues par chaque étage, et
en présence de la solution nutritive de Hoagland (diluée a '4).

% Cd et Ni
. o 31 o 3 o 3
% Cd et Ni % Cd e? Ni % Cd et Nl Etage 2 (semaine % Cd et 1.\11
(Etage 1 : jour 1) |Etage 1 (semaine 8) 16) Etage 3 (semaine 24)
O
Moy T ( T(°C)=9.45 T (°C)= 13,89 T (°C) = 23,98 T (°C) =27,68
Forme chimique pH=5,56 pH=5,43 pH=5,36 pH=5,28
Cd (ppb) 100 0 0 0
CdClI+ 63,58 0 0 0
Cd+2 20,07 0 0 0
CdCI2 (aq) 13,51 0 0 0
CdHPO4 (aq) 1,95 0 0 0
Ni (ppm) 1000 886,3 765,9 642,34
Ni+2 93,18 92,39 91,57 90,53
NiHPO4 (aq) 1,61 1,87 2,15 2,52
NiNH3+2 1,19 1,44 1,63 1,85
NiCl+ 1,15 1,17 1,20 1,77
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3.7 Accumulation de Cd et de Ni dans les plantules néoformées
3.7.1 Accumulation de Cd dans les plantules exposées a des doses individuelles

Les résultats du dosage du Cd dans les parties aérienne et souterraine des plantules agées
de 8 semaines, poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des doses simples de
Cd, sont illustrés dans les figures 24 et 25.

Le dosage du Cd dans la partie aérienne des plantules (fig. 24), révéle une tendance constante
parmi les trois doses de Cd utilisées. La quantité de Cd accumulée demeure toujours supérieure
dansI'é¢tage (1) par rapportaux étages (2) et (3), et la quantité accumulée dans I'étage (2) dépasse
celle de 1'étage (3).

L'analyse de variance effectuée sur les résultats relatifs a la dose de Cd(100 ppb) @ mis en évidence
des différences statistiquement significatives entre les quantités de Cd accumulées par les
plantules de chaque étage (F221=1108,33 ;p =0,000 < 0,05). Plus particuliérement, concernant
les quantités de Cd accumulées par les plantules de I'étage (1) comparées a celles des étages 2
et 3, d'apres le test post-hoc de Tukey. Les mémes tendances ont été observées sous Cd 100 ppm) ;
(F221=16,03 ; p= 0,000 < 0,05). Cependant, sous Cdy1000 ppm), les quantités accumulées dans
l'étage (1) et (2) n'étaient pas significativement différentes (F221 = 25,10 ; p = 0,000 < 0,05).

Quant au dosage du Cd dans la partie souterraine (fig. 25), les résultats différent de ceux
enregistrés dans la partie aérienne. La quantité de Cd accumulée s'est avérée supérieure dans
I'¢tage (1) uniquement sous Cdi0o0 ppb)- Dans le groupe témoin, nous avons détecté la présence
d’une quantité¢ de Cd tres faible (0,29 ppb) dans les racines de I'é¢tage (1), tandis qu'aucune
quantité n'a été détectée dans les plantes des deux autres étages. Lorsque exposées a Cd(100 ppm),
les résultats dans les étages (1) et (3) affichent des similitudes et demeurent inférieures a ceux
enregistrés dans 1'étage (2). Cependant, pour la dose Cd1000 ppm), uine augmentation de la quantité
accumulée s'observe a mesure que 1'on progresse de l'entrée du marais filtrant (étage 1) vers sa
sortie (étage 3).

L'analyse de variance a révélé des différences statistiquement significatives entre les quantités
accumulées dans les trois étages pour toutes les doses utilisées, a I'exception entre les étages (2)
et (3) du groupe témoin et les étages (1) et (3) du groupe soumis a Cd(100 ppm).

Les valeurs de p-value et le F statistique pour les différents groupes étaient les suivantes :
Groupe controle (F221=5887; p=10,000 <0,05); Cd (100 ppv) (F221=7767,08; p =0,000 < 0,05) ;
Cd100 ppm) ; (F221 = 34,37 ; p = 0,000 < 0,05) ; et sous Cd(1000 ppm) (F221 = 6,10 ; p = 0,008
<0,05).
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Fig. 24 : Accumulation de Cd dans les parties aériennes des plantules agées de 8 semaines,
poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des doses individuelles de Cd.
Les valeurs avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p < 0,05, test de
Tukey). Les valeurs représentent les moyennes (£ SD) de 2 expériences indépendantes (n=3§).
Les valeurs les plus basses recoivent la lettre (a).
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Fig. 25 : Accumulation de Cd dans les parties souterraines des plantules agées de 8 semaines,
poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des doses individuelles de Cd.
Les valeurs avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p < 0,05, test de
Tukey). Les valeurs représentent les moyennes (£ SD) de 2 expériences indépendantes (n=38).
Les valeurs les plus basses recoivent la lettre (a).
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3.7.2 Accumulation de Ni dans les plantules exposées a des doses individuelles

Les résultats du dosage du Ni dans les parties aérienne et souterraine des plantules agées
de 8 semaines, poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des doses simples de
Ni, sont illustrés dans les figures 26 et 27.

L'analyse du dosage du Ni dans la partie aérienne des plantules (fig. 26), révéle une corrélation
positive directe entre la dose utilisée et la quantité de Ni accumulée.

Dans le groupe témoin ainsi que sous l'exposition a Ni(120 ppb), nous avons pu détecter la présence
de Ni uniquement dans 1'étage (1), avec des valeurs de Ni équivalant 4 2,4.10~ +3,3.10* ppm
et4,3.10%+5,1.10° ppm respectivement. L'analyse de variance menée sur le facteur étage pour
chaque dose a révélé que 1'augmentation n'était pas statistiquement significative entre les trois
étages sous Ni(1000 ppm) (F221 = 2,46 ; p = 0,11 > 0,05). En revanche, un résultat opposé a été
observé sous Ni(100 ppm) (F2,21=33,13 ; p = 0,000 < 0,05), ou les valeurs enregistrées étaient de

1,08 ppm (étagel), 1,5 ppm (étage 2) et 1,93 ppm dans la partie aérienne des plantes (étage 3).

Dans les parties souterraines des plantules (fig. 27), la tendance d’accumulation de Ni
¢tait similaire a celle enregistrés dans la partie aérienne a savoir une corrélation positive entre
la dose utilisée et la quantité de Ni accumulée. La seule différence c’est la détection de Ni dans
les plantes de 1’étage (2) sous Nii20 ppby OU nous avons enregistré 46 ppb. Aussi, la quantité
enregistré est 1égérement plus élevés dans 1’étage (2) que 1’étage (3) sous Ni(1000 ppm)-
L'analyse de variance et le test post-hoc de tukey ont révélé des différences statistiquement
significatives entre les quantités accumulées dans les trois étages pour toutes les doses utilisées,
a l'exception entre les étages (2) et (3) du groupe témoin et les étages (2) et (3) du groupe soumis
a Nigooo ppm). Les valeurs de p-value et le F statistique pour les différents groupes étaient
les suivantes : Groupe controle (F221=645,92; p= 0,000 < 0,05 ); Sous Ni(120 ppb) (F221 =564,28;
p = 0,000 < 0,05) ; Ni(00 ppm) ; (F221 =48,07; p = 0,000 < 0,05) ; et sous Ni(1000 ppm) (F221 =
356,71; p =0,000 < 0,05).
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Fig. 26 : Accumulation de Ni dans les parties aériennes des plantules agées de 8 semaines,
poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des doses individuelles de Ni. Les
valeurs avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p < 0,05, test de Tukey).
Les valeurs représentent les moyennes (= SD) de 2 expériences indépendantes (n=8). Les
valeurs les plus basses recoivent la lettre (a).
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Fig. 27 : Accumulation de Ni dans les parties souterraines des plantules dgées de 8 semaines,
poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des doses individuelles de Ni.
Les valeurs avec des lettres différentes sont significativement distinctes (p < 0,05, test de
Tukey). Les valeurs représentent les moyennes (£ SD) de 2 expériences indépendantes (n=38).
Les valeurs les plus basses recoivent la lettre (a).
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3.7.3 Accumulation de Cd et de Ni dans la partie aérienne sous des doses mixtes

Les résultats du dosage du Cd et du Ni dans les parties aériennes des plantules agées de 8

semaines, poussées dans des eaux du marais filtrant contaminées par des doses mixtes de Cd et
de Ni sont illustrées dans la figure (28-a).
Les résultats réveélent que la quantité de Cd accumulée diminue en progressant de 1'é¢tage (1) a
I'¢tage (3), de maniére similaire a ce qui a été enregistré sous des doses simples de Cd.
L'analyse de variance a révélé des différences statistiquement significatives pour le facteur
étage sous toutes les doses utilisées : Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppb) (F221=12,70; p = 0,000 < 0,05) ;
Cd(100 ppm) T Ni(100 ppm) (F221 = 54,62; p = 0,000 < 0,05) ; et sous Cd(100 ppb) + Ni(1000 ppm) (F221 =
5,19 ;p=0,01<0,05). Cependant, le test post-hoc de Tukey a révélé que les résultats des étages
(1) et (2) sous Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppb) n'ont pas montré de différences significatives, tout comme
sous Cd 100 ppb) + Ni(1000 ppm) entre les étages (2) et (3).

En ce qui concerne les résultats du Ni dans la partie aérienne, la tendance d'accumulation

différe de celle observée sous I'exposition a des doses individuelles de Ni ainsi que sous des
doses mixtes de Cd. La quantité de Ni accumulée ne diminue pas systématiquement en
progressant de I'étage (1) a l'étage (3).
Dans le groupe témoin, nous avons détecté des quantités minimes de Niuniquement dans 1'étage
(1) : 2,4 ppb (F221 = 408,97; p = 0,000 < 0,05). Sous Cd1000 ppm) + Ni(120 ppb), NOUS avons
enregistré respectivement 0,24 ppm, 0,25 ppm et 0,22 ppm dans les étages (1), (2) et (3), ou
les différences n'ont pas été significatives (F221 = 0,92; p=10,42 > 0,05). L'accumulation du Ni
sous Cd 100 ppm) + Ni(100 ppm) diminue en passant de I'étage (1) a I'¢tage (3), mais les différences
ne sont significatives qu'entre les résultats de I'étage (2) et (3) (F221=22,97; p= 0,000 < 0,05).
Sous I'exposition a Cdq100 ppb) T Ni1000 ppm) les quantités de Niaccumulées dans la partie aérienne
n'ont également pas présenté de différences significatives entre les trois étages (F2p1=2,345; p
=0,12 <0,05), Les valeurs enregistrées étaient respectivement de 9,42 ppm, 9,67 ppm et 7,96
ppm dans les étages (1), (2) et (3).
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3.7.4 Accumulation de Cd et de Ni dans la partie souterraine sous des doses mixtes

La figures (28-b) présente les résultats du dosage du Cd et du Ni dans les parties

souterraines des plantules dgées de 8 semaines, poussées dans des eaux du marais filtrant
contaminées par des doses mixtes de Cd et de Ni.
Globalement, les tendances d'accumulation sont similaires a celles enregistrées dans la partie
aérienne sous les doses mixtes de Cd et de Ni. On observe une diminution de la quantité
accumulée de Cd et de Ni a mesure que 'on progresse de l'entrée du marais filtrant (étage 1)
vers sa sortie (€tage 3). Sauf sous les doses mixtes de Cdooo ppm) + Nig120 ppb) et
Cd(100 ppb) + Ni(1000 ppm), OU les quantités accumulées de Cd et de Ni dans I'étage (2) étaient
supérieures a celles enregistrées dans les étage (1) et (3). Une autre différence par rapport a ce
qui a été observé dans la partie aérienne réside dans la détection de traces de Cd dans les racines
du groupe témoin a 1'é¢tage (1). En ce qui concerne l'accumulation de Ni dans la partie
souterraine des plantules témoins, les résultats étaient similaires a ce qui a ét¢ observé dans
la partie aérienne, a savoir la présence de quantités traces uniquement dans 1'étage (1).

Sous toutes les doses mixtes utilisées, nous avons observé 1’absence de différence
significative entre pratiquement toutes les valeurs de Cd et de Ni accumulées dans la partie
souterraine des plantules des étages (1) et (2). Une exception survient pour les résultats
d’accumulation de Ni sous Cd0o ppm) + Ni(100 ppm), OU les valeurs diminuent de maniere
significative de I’étage 1 al’étage 3 (F221=139,45;p=0,000<0,05). De méme, pour la quantité
de Cd accumulée sous Cd(i00 ppb) + Ni(1000 ppm), les différences n’ont pas été significatives entre
les valeurs des trois étages du marais filtrant (F221 =2,84; p=0,083 >0,05).

Les valeurs du p-value, le test F pour les autres résultats sont les suivants :

Pour le Cd accumulé : sous Cd(1000 ppm) + Ni120 ppby (F221 = 12,71; p = 0,000 < 0,05) ; sous
Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm) (F221=16,786; p= 0,000 <0,05).

Pour le Ni accumulé : sous Cd(1000 ppm) + Niq120 ppb) (F221 =30,270; p = 0,000 < 0,05) ; sous
Cd(100 ppb) + Ni(1000 ppm) (F221 =94,084; p = 0,000 <0,05).
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Fig. 28 : Accumulation de Cd et de Ni dans les parties aériennes (a) et souterraines (b) des
plantules agées de semaines, poussées dans les eaux du marais filtrant contaminées par des
doses mixtes de Cd et Ni. Les valeurs avec des lettres différentes sont significativement
distinctes (p < 0,05, test de Tukey). Les valeurs représentent les moyennes (+ SD) de 2
expériences indépendantes (n=8). Les valeurs les plus basses recoivent la lettre (a).
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4 Discussion

Dans cette section, la discussion est principalement centrée sur la démonstration de la capacité
de Phragmites australis a engendrer de nouvelles plantules a partir des rhizomes dans
un environnement aquatique contaminé par diverses doses individuelles et combinées de Cd et
de Ni. Nous examinons également les performances épuratoires des jeunes plantules de

P. australis au sein d'un marais filtrant expérimental a écoulement surfacique a trois étages.
4.1 Taux de plantules néoformées dans le marais filtrant

Au cours des deux derni¢res décennies, P. australis a ét¢ largement utilisé dans des

marais filtrants, ainsi que dans des syst¢emes de lagunage a macrophytes émergents, pour
la phytoépuration des eaux contaminées par différents types de polluants. Selon Wang et al.
(2022), les especes appartenant au genre Phragmites sp représentent plus de 15 % de I’ensemble
des plantes employées dans les marais filtrants pour le traitement de diverses eaux contaminées,
qu’elles soient domestiques, agricoles ou industrielles.
Nos résultats ont révélé que les faibles doses de Cd(100 ppb) €t Ni(120 ppby n'ont pas eu d'effet négatif
sur la néoformation de nouvelles plantules. En revanche, des effets adverses ont été constatés
pour les autres doses individuelles et mixtes. Comparativement aux résultats des groupes
témoins, une diminution de 58% et 41 % a été observée respectivement sous Cd(100 ppm) €t Ni(100
ppm). Une diminution de 73% et 62,5% sous Cd (1000 ppm) €t Ni(1000 ppm). Cependant, sous les doses
mixtes, nous avons enregsitré une diminution de 29%, 69% et 75% respectivement sous Cd oo
ppm) FNi(100 ppm), Cd(100 ppb) TNi(1000 ppm) €t Cd1000 ppm) +Ni(120 ppb).

Des résultats similaires, ont été observé chez P. australis sous différents doses de plomb
(Pb), ou la formation de nouvelles plantules est inhibé de maniére significative seulement sous
la dose 3000 ppm de Pb (Zhang et al., 2018). Kovacevi¢ et al. (2019), n'ont pas observé de
perturbation de la régénération végétative de P. australis dans les bassins de stockage des eaux
usées miniéres, qui contenaient : 11,3 ppm de Cd, 85,7 ppm de Ni, 761 ppm de cuivre (Cu),
1949 ppm de plomb (Pb), 1432 ppm de zinc (Zn) et 1940 ppm de manganése (Mn).
L’étude de Bart and Hartman (2002), a montré que la néoformation des nouvelles pousses de
P. australis est inhiber lorsque la salinité est maintenue a un niveau entre 18-20 %eo.

D'autres macrophytes, tels que les deux especes Potamogeton crispus et Vallisneria spinulosa,
ont également démontré leur capacité a maintenir une aptitude a se reproduire et a se multiplier
de maniére végétative, mais en présence de doses plus faibles (Cd=5 ppm) que celles que nous

avons testées (Cao ef al., 2019).
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Cette variation de sensibilit¢ dans la multiplication végétative met en évidence que la capacité
de former de nouvelles plantules en situation de stress métallique dépend de I'espéce, des ETMs
présents dans le marais filtrant ainsi que des doses de ces derniers. A dose égale, notre étude a
mis en évidence de manicre explicite que le Cd exerce une inhibition plus marquée sur
lanéoformation que le Ni. Des résultats similaires sur la germination et la croissance végétative
chez d’autres especes ont montré que la phytotoxicité et 1’effet inhibiteur du Cd sont plus
prononcés que ceux du Ni. Par exemple, sur Allium cepa sous 25 ppm, 50 ppm et 100 ppm de
Cd et Ni (Justin et Vivek, 2010), sur la tomate sous 50 uM de Cd ou Ni (Badawy et al., 2022),
et sur Atriplex Halimus sous 1000 ppm, 5000, et 10000 ppm de Cd, Pb et Zn (Fatarna et al.,
2017). Selon I’étude de Ryzhenko et al. (2018), la phytotoxicité¢ du Cd sur Hordeum vulgare
était supérieure a celle de tous les autres ETMs: Cd** > Cu?>" > Ni** > Co*" >Pb*" >Zn*".
L’inhibition constatée dans nos résultats sous des doses mixtes contenant du Cd 1000 ppm)
ou du Nigo00 ppm) ne diffeére pas de manicre significative lorsque ces doses sont appliquées
individuellement, bien qu’une légére augmentation du taux d’inhibition ait ét¢ observée sous
les doses individuelle. Cela montre que la présence de faibles doses de Cd ou de Ni ne modifie
pas l'effet toxique des fortes doses de Ni et de Cd. En revanche, lorsque la dose mixte est
composée de concentrations égales de Cd et de Ni, c'est-a-dire « Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm) »,
I’inhibition était moins prononcée que sous ces deux doses utilisées individuellement. Cela peut
s'expliquer par l'effet d'antagonisme entre le Cd et le Ni a ces niveaux de doses.
Selon Coté et al. (2016), l'effet est antagoniste lorsque l'effet combiné des deux ETMs est
inférieur a la somme de leurs effets individuels. Additif lorsque leur effet combiné est la somme
de chacun individuellement, et synergique lorsque I'effet combiné est supérieur a la somme de
chacun individuellement. Les données concernant l'effet des ETMs sur la multiplication
végétative de P. australis sont rares dans la littérature scientifique. A notre connaissance,
aucune ¢tude n'a été publiée examinant les effets combinés du Cd et du Ni sur la multiplication
végétative de P. australis. Cependant, les interactions phytotoxiques antagonistes, additives ou
synergiques entre le Cd et le Ni, ainsi qu'avec les autres ETMs, ont ét¢ démontrées.
L'effet phytotoxique antagoniste du Cd et du Ni a ét¢ démontré par Wallace and Berry
(1989) sur la germination et le développement des pousses de Lactuca sativa. Leurs résultats
ont montré que Cd + Ni peuvent avoir un effet phytotoxique antagoniste, mais sous certaines
doses. Des résultats contradictoires ont également €té rapportés, ou l'effet phytotoxique de
Cd + Ni était additif ou synergique. Par exemple, chez Vigna radiata, le développement des
nouvelles plantules a été plus impacté par les doses mixtes (mais inégales) CdEoppmyNi200ppm)

et Cd(ioppm) + Ni (100ppm) que sous ces doses individuelles (Ageel et al., 2021).
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Chez l'espece Silene vulgaris, 1'effet phytotoxique du Cd était non additif avec le Cu et
antagoniste avec le Zn, tant que les concentrations des deux ETMs étaient maintenues a
un niveau de toxicité faible (Sharma et al., 1999).

Globalement, dans la présente étude le taux moyen de formation de nouvelles plantules dans
les trois étages pour chaque dose apres 8, 16 et 24 semaines a montré que la néoformation est
dose- et ETM-dépendante (fig.18).

Comparativement aux doses individuelles de Cd et Ni, la phytotoxicité sur la néoformation a
diminué sous les doses mixtes, mais seulement lorsque cette derniére est composée de la méme
quantité de Cd etde Ni ([Cd] =[Ni] =100 ppm). Les résultats détaillés dans chaque étage apres
8, 16 et 24 semaines ont montré que l'effet négatif sur I'émergence des plantules augmente a
mesure que la dose de Cd et de Ni augmente, ce qui est cohérent avec les observations
précédentes. Cependant, la comparaison inter-étages montre que la néoformation s'améliore en
allant de l'entrée (étage 1) vers la sortie (étage 3) sous presque toutes les doses testées. Cette
amélioration est probablement due a la diminution de l'effet phytotoxique résultant de
laréductionde la concentration de Cd et de Ni que regoit 1’étage (2) de ’étage (1) et I’étage (3)
de I’étage (2). La diminution en progressant de l'entrée vers la sortie du marais filtrant est
attribuable a l'abattement et a 1'absorption de ces deux ETMs par les plantules néoformées.
L'effet du facteur température (T °C) pourrait également avoir un impact sur 'amélioration du
taux de la néoformation. La température estivale qui a accompagné l'installation des rhizomes
dans les étages (2) et (3) pourrait favoriser davantage I'émergence de nouvelles plantules.
La moyenne de la température au cours des 8 premicres semaines de 1'expérience était de
13,89 °C, entre la 9-16eme semaine était de 23.98 °C, et entre la 17-24eme semaine était de
27.68 °C. L'¢tude menée par Eller et al. (2013), sous des conditions contrdlées, a montré que
la néoformation et la croissance des jeunes plantules de P. australis étaient meilleures a 24 °C
qu'a 19 °C. Haslam (1971) a constaté qu'une litiere épaisse réduisait la production de pousses
de 100 a 6 par m? tandis que son retrait augmentait 1'émergence de nouvelles plantules de 120
a400 %. Il a expliqué cela par l'effet de la litiere sur la diminution de la température autour des
rhizomes.

En plus de la réduction de la concentration de Cd et de Ni regue par chaque étage ; 1'absorption
de ces deux ETMs par les plantules et I'effet de la température, 1'amélioration du taux de
néoformation en progressant de l'entrée (étage 1) vers la sortie (étage 3) peut €galement étre
attribuée a la diminution des taux des espeéces chimiques les plus phytodisponible.
Selon Qu et al. (2019), la spéciation et la biodisponibilit¢ des ETMs sont des processus

complexes. Bien que l'utilisation de la modélisation puisse aider a avoir une idée générale
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approximative et prédire le taux de chaque espéce chimique d'un ETM donné, cette approche
reste limitée pour représenter toute la complexité des interactions affectant la spéciation réelle
dans le milieu naturels. Nos résultats de la prédiction de la spéciation du Cd et du Ni (Tableaux :
20 a 24) montrent que, en passant de 1'étage (1) a 1'étage (3), l'augmentation de la température
et la diminution du pH ont été accompagnées par la diminution mais légére des formes
chimiques libres de Cd et Ni, qui sont facilement absorbables par les plantes, au profit des
formes complexes plus difficiles a absorber (CdHPO4, Cd(OH )., NiHPO4, NiNH3*2, NiOH", et
Ni(OH),). La prédiction de la spéciation du CdCl et/ou NiCl, dans les eaux de chaque bac et
de chaque étage du marais filtrant a montré que 1’augmentation de la température et
la diminution du pH en présences de toutes les composantes de la solution nutritive de Hoagland
pourrait provoquer une faible diminution du taux des espéces chimiques libres de Cd et Ni (Cd ™

et Ni*?).

En dépit de la diminution du nombre de pousses formées observée dans notre
expérimentation, nos résultats a mis en évidence les capacités intrinséques de cette espéce a se
régénérer de maniere végétative et a surmonter la présence de doses ¢élevées de Cd et/ou de Ni.
La multiplication végétative repose sur la division cellulaire mitotique des tissus, les rthizomes
de P. australis ont clairement réussi a maintenir un niveau minimal de divisions mitotiques
dans les bourgeons des rhizomes. Ceci a favorisé le développement de nouveaux méristeémes, a
partir desquels ont émergé des méristtmes caulinaire et racinaire, contribuant ainsi a
la formation de nouvelles plantules.

Il est reconnu que la reproduction végétative implique la formation de nouvelles plantules a
partir des rhizomes qui renferment des nceuds dotés de bourgeons. Ces bourgeons ont
la capacité¢ de se développer en de nouvelles pousses et feuilles. Ces derni¢res finissent par
produire leurs propres racines, devenant ainsi des plantes indépendantes, tout en restant
connectées au rhizome parent (Ievinsh, 2023). La multiplication de maniére végétative repose
sur certaines cellules "totipotentes", capables de se multiplier indéfiniment et de se différencier
(Shekhawat, 2019). Selon Armstrong and Armstrong (200 1), I’inhibition du débourrement des
bourgeons est due a la pénétration des polluants dans les rhizomes par les régions apicales des
racines adventices ou latérales nouvellement formées, et éventuellement via les bourgeons.
Le Ni et le Cd sont deux ETMs présents naturellement a 1'état de traces dans la plupart des
¢cosystémes. Il n'existe aucune preuve que le Cd agisse comme un nutriment minéral, tandis
que le Ni stimule la germination des graines, favorise la croissance des plantes et joue un role
important dans le métabolisme de I’azote. Par conséquent, le Ni est considéré comme

un nutriment essentiel pour les plantes (Larcher, 2003). Bien que le Ni soit bénéfique et que
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le Cd soit inoffensif a faibles concentrations, ces deux éléments provoquent des effets
phytotoxiques lorsqu'ils dépassent les seuils de tolérance des différentes especes végétales
(Clemens et al., 2002). Ils sont absorbés par les plantes via des transporteurs peut spécifique
(passivement via certaines protéines de type porine). De ce fait, de nombreux processus
physiologiques sont perturbés par une exposition excessive au Cd et au Ni, entrainant non
seulement des symptomes courants mais aussi des signes spécifiques de toxicité aux ETMs
(Chen et al., 2009).

Dans notre étude I’inhibition de taux de néoformation de nouvelles plantules sous 100 et
1000 ppm de Cd et Niet sous les doses mixtes Cd1000ppm) + Ni (120ppb) €t Cd(100ppb) + N1 (1000ppm)
pourrais due a 1’inhibition de la division cellulaire dans les bourgeons et les voies de
signalisation hormonale (les auxines, cytokinines et gibbérellines) impliquées dans
la multiplication végétative. Il est reconnu que les cytokinines jouent un rdle crucial dans
l'initiation des racines, ils sont reconnus pour leur capacité a lever la dormance des bourgeons
et des graines et la mobilisation de la nutrition. Il accélére la division cellulaire en stimulant
le processus de mitose, contribuant ainsi de maniére significative a la formation de nouvelles
pousses (Otiende et al, 2021). En revanche, 1’auxine favorise la formation de racines
adventives en stimulant a la fois la division et la différenciation cellulaire au niveau des
primordium radicaux (Lorbiecke et Sauter, 1999; Otiende ef al., 2021).
Une autre hypothese qui pourrait expliquer la diminution du taux de néoformation en présence
de Cd et/ou de Ni est que, sous un seuil phytotoxique, ces ETMs pourraient inhiber
la mobilisation des réserves nutritives stockées dans les rhizomes de P. australis.
La mobilisation des réserves des rhizomes est un processus crucial pour le débourrement des
bourgeons rhizomateux. Tursun et al. (2011), ont montré que les rhizomes de P. australis
stockent des réserves azotées et glucidiques riches en énergie pendant I'hiver. Ces réserves sont
mobilisées au printemps pour soutenir le débourrement des rhizomes et la croissance de
nouvelles plantules, seulement s'il n'y a pas de perturbation.
La diminution du taux de néoformation sous de fortes doses dans notre étude pourrait étre due
au fait que le Cd et/ou le Ni interférent et inhibent l'activation des hydrolases (protéase,
peptidases, lipase, glycosidases...) impliquées dans la dégradation et la conversion des réserves
glucidiques et azotées (acides aminés, protéines) stockées dans les rhizomes. En se liant a des
groupes fonctionnels présents dans les protéines, comme les groupement sulfthydrile (-SH), ou
méme en remplagant des cofacteurs métalliques tels que les ions zinc, fer ou cuivre, nécessaires

pour l'activité de certaines hydrolases.
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4.2 Dosage du Cd et Ni dans les eaux du marais filtrant et les plantes néoformées

Les résultats de la quantité de Cd ou de Ni éliminée par le marais filtrant expérimental a

trois étages, que ce soit en contaminant l'eau avec des doses individuelles ou combinées ont
démontré une tendance plus au moins similaire. Dans l'ensemble, plus l'eau contaminée
avangait dans les étages successifs du marais filtrant, plus les taux d'élimination du Cd et du Ni
devenaient importants. Ona constaté que les quantités de Cd et Niretirées de I'eau augmentaient
progressivement du premier étage de traitement (Ia ou l'eau entre dans le systéme) et
le troisieéme étage (1a ou I'eau ressort du systéme).
Sous la dose individuelle Cdioo ppry ou la dose mixte Cd(i0o ppby TNic1000 ppm), le Cd a été
totalement éliminé des le 1°" étage. La proportion de Cd ¢éliminé sous les quatre autres doses,
qu'elles soient individuelles ou mixtes, a augmenté¢ en passant de 1'étage (1) a 'étage (3).
En ce qui concerne le rendement d'¢limination du Ni en utilisant des doses individuelles et
mixtes, les résultats ont été similaires a ceux observés sous Cd. Lorsque nous avons utilisé
la plus faible dose de Ni, qu'elle soit simple Ni(120 ppb) ou mixte Cd (1000 ppm) +Ni(120 ppb), le Ni a
¢té totalement éliminé dés le premier étage, et aucune quantité de Ni n'a été détectée dans
les eaux a la sortie des étages (1), (2) et (3). Aussi, la proportion de Ni éliminé augmentait sous
presque toutes les autres doses en passant de 1'étage (1) a 1'étage (3).

Globalement, en termes d'élimination du Cd et/ou Ni il est évident que I’efficacité de
la phytoépuration dans les étages (2) et (3) était plus performante que celui de 1’étage (1).
L’efficacit¢ de 1’¢limination de Cd et/ou Ni peut étre influencé par plusieurs facteurs.
Les facteurs qui semblent avoir influencé davantage 1'efficacité de 1’élimination de Cd et/ou Ni
dans notre marais filtrant expérimental pourraient étre : la température qui a accompagné
I’émergence des plantules, le nombre de plantes néoformées, la concentration de Cd et/ou Ni
regue par chaque étage ainsi que le pH.

Comme il y a eu un écart de 8 semaines entre l'installation des rhizomes dans chaque étage
(1, 2 et 3), la température lors du débourrement des nceuds et de I'émergence des plantules a été
différente. La différence entre les T °C moyennes qui a accompagné |’émergence et
la croissance des plantule de P. australis était de 10 (°C) entre 1’étage (1) et (2) et de 13.8 (°C)
entre I’étage (1) et (3). Les variations de la T (°C) peut avoir un impact direct et indirect sur
I’efficacité de 1’¢limination de Cd et/ou Ni. La température influence la spéciation chimique et
la phytodisponibilit¢ du Cd et de Ni et par conséquence leur élimination. La température
estivale qui a accompagné l'installation des rhizomes dans les étages (2) et (3) pourrait favoriser
davantage la formation des espéces chimique plus phytodisponible. Selon Gérard (2000),

l'augmentation de la température accroit généralement la solubilité du Cd et du Ni et la majorité
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des ETMs qui sont sous forme de sels (chlorures, sulfates, etc.), ce qui stimule l'absorption
racinaire et ’augmentation de leur phytodisponibilité. La loi de Van't Hoff, qui quantifie
la relation entre la température et la solubilité, montre que la solubilité d’un élément donnée est
limitée au seuil de solubilité¢, qui est variable en fonction de la température ; par exemple une
augmentation de 10°C peut entrainer une multiplication par deux de la solubilité d'un sel
(Manson et al., 2022; Sluyters et Sluyters-Rehbach, 2017). Dans leur travaux sur I’effet de
la température sur la phytodisponibilité de Cd, Kudo et al. (2023) ont montré que lorsque
la température passait de 5 °C a 25 °C, la phytodisponibilité de Cd pour Arabidopsis halleri
ssp. gemmifera augmentaient ; cependant, a mesure que la température dépassait 25 °C, elles
diminuaient. En présence de Solanum nigrum, 1'élimination du cadmium d’une eau contenant
2 ppm de Cd a chuté a 29 % a 4 °C, par rapport a 60 % a 26 °C (Macek ef al., 1994).

Les oxydes de fer/manganése sont généralement associés a As, Cu, Ni, Pb et Zn. La sorption
de Ni sur les oxydes de fer/manganése est réduite a des températures plus élevées. Ce qui
augmente sa phytodisponibilité et 1’élimination dans les eaux, sédiment et les sols (Dessai et
al., 2023; Hafner et Parikh, 2020; Ifeoma Mary et Onyedikachi Anthony, 2019). Selon Pereira
et al. (2019), la cinétique de la réaction dissolution/précipitation du Ni s’accélére avec
l'augmentation de la température, modifiant ainsi sa biodisponibilité. Dans une autre étude,
Schiick and Greger (2023) ont démontré que I'élimination de Cd, Cu, Pb et Zn dans un marais
filtrant planté avec Carex pseudocyperus, Carex riparia et Phalaris arundinacea, augmente a
mesure que la température ambiante passe de 5°C a 15°C et de 15°C a 25°C.

La température affecte la chimie des ETMs en modifiant la spéciation chimique, le pH,
la solubilité, les vitesses de réaction ou la cinétique physique (Blust ef al., 1994). Les calculs
théoriques et la prédiction de la spéciation chimique dans 1'eau indiquent que les changements
de température et de pH ont plus d'effets sur les complexes fortement hydrolysés et carbonés et
moins d'effets sur les chlorures et les ions métalliques libres (Byrne et al., 1988).
L’augmentation de la température entraine généralement une augmentation des concentrations
et des activités des formes métalliques biodisponibles du Cd et Ni et, par conséquent,
une augmentation de l'absorption, par les plantes du moins en théorie (Hummel et Curti, 2003;
Jing et al.,2023).

Une température élevée augmente les taux de diffusion du Cd et du Ni vers les racines des
plantes. Et améliore également la transpiration et la cinétique d’absorption des nutriments,

permettant ainsi d’absorber davantage de Cd etde Ni (Jinget al.,2023; van der Ent et al.,2016).
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Les résultats de notre étude de la prédiction de la spéciation du CdCl et/ou NiCl» dans

les eaux de chaque bac de chaque étage du marais filtrant, a montré que 1’augmentation de
la température allant de 1’étage (1) a (3) provoque une faible diminution des formes chimiques
libres Cd™ et Ni? ainsi qu'une légére augmentation des formes complexées du Cd et Ni
[CdHPO4; Cd(OH)2; NiHPO4; NiNH3"2; NiOH"; et Ni(OH),]. L’analyse des résultats de
laprédiction des formes chimiques de Cd et Ni a montré aussi que les formes libres Cd"? et Ni ™
¢taient majoritaires sous toutes les doses simples et mixtes de Cd et/ou Ni testées ; quel que soit
le pH, la température, la dose initiale testée et la dose regue par chaque étage, sauf sous
les doses Cd(1000 ppm) €t Cd(1000 ppm) + Ni(i20 ppt), ot CAC1" était la forme la plus dominante dans
les trois étages du marais filtrant. Cela pourrait expliquer en partie pourquoi le rendement de
I’¢limination de Ni était plus efficace que celle de Cd (Tableaux : 16 a 19). La prédiction de
laspéciation de CdCl; et/ou NiCl> a montré que les taux d’ion libre de Ni** oscillent entre 70,45
% et 93,18 %, tandis que pour le cation Cd?", il était entre 20,07 % et 48,06 %.
La température pourrait affecter la complexation du Cd et du Ni avec des ligands organiques
synthétisés par les racines des plantes de P. australis. Ces ligands organiques sont difficiles a
estimer avec précision, mais il est accepté que les constantes de stabilité¢ de ces complexes Cd-
ligand organique ou Ni-ligand organique ont tendance a diminuer a des températures ¢élevées.
De plus, une eau plus chaude pourrait réduire la liaison et la sorption du Cd et du Niaux surfaces
biotiques et abiotiques, libérant ainsi davantage d'ions métalliques libres dans 1'eau.

Dans la présente étude, les résultats montrent que la dose initiale de CdCl, et/ou NiCl,
utilisée pourrait étre le facteur prédominant influengant la spéciation chimique, et
¢ventuellement la phytodisponibilité et I'élimination du Cd et du Ni des eaux du marais filtrant.
De maniere globale, I'utilisation de la prédiction peut aider a avoir une idée des taux de chaque
espece chimique de Cd et Ni, mais cette approche reste limitée pour représenter toute
la complexité des interactions affectant la spéciation réelle dans le milieu naturel.

Le dosage du Cd dans les eaux contaminées par les différentes doses simples et mixtes de CdCl»
montre que le taux total d'élimination du Cd pour les trois étages sous la dose mixte
Cd(1000 ppmytNi(120 ppb) (22,97%) et la dose simple Cd(1000 ppm) (25,03%) ont été tres proches.
Il en est de méme pour I'élimination du Ni ou nous avons enregistré¢ 35,77% et 37,7% pour
Cd(100 ppbytNi(1000 ppm) €t Ni(1000 ppm), respectivement. Cependant, pour les doses mixtes ou
individuelles de Cd 100ppm et/ou Ni 100ppm, I’efficacité d'élimination était nettement
meilleure pour Ni sous la dose mixte de Cd00 ppm)TNi(100 ppm) (63,7%) que sous la dose
individuelle de Nig00 ppm) (48,27%). Par contre, pour l'¢limination du Cd, la tendance était

différente puisque I'élimination du Cd était inférieure sous la dose mixte Cd (100 ppm)+Ni(100 ppm)
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(52,09%) comparativement a la dose individuelle de Cd 100 ppm) (59,37%).

Globalement, on peut dire qu’aux fortes doses de Cd ou de Ni, il semblerait que I'¢limination
de ces ETMs dans le marais filtrant ne soit pas trés différente que I'on utilise des doses simples
ou combinées (avec des doses faibles de Cd ou Ni). Il n'y a pas d'interaction significative entre
les deux ETMs a ces niveaux de concentration. En revanche, quand les doses sont égales
([Cd] = [Ni] = 100 ppm), la présence de Ni diminue le taux d'élimination du Cd, passant de
59,37% a 52,09%. Par contre, le taux d'élimination du Ni augmente, passant de 48,27% a
63,7%. Ces résultats montrent que la spéciation, la phytodisponibilité et l'absorption de Cd et
Ni par les plantes néoformées dans le marais filtrant pourraient étre modifiées en présence des
deux ETMs, mais seulement a certaines concentrations ou doses.

Plusieurs études ont montré que les ions libres Cd** et Ni*>" sont les formes les plus facilement
absorbables par les racines des plantes. Selon Redjala ef al. (2009), les racines des plantes
absorbent principalement le Cd sous forme libre Cd*" a un taux qui dépend de sa concentration
a la surface de la racine. Berkelaar and Hale (2003), dans leur étude, ont montré que Cd*" est
la forme chimique la plus disponible pour les racines de blé. Cependant, le taux d’absorption
dépend de la présence et de la concentration d'autres éléments tels que le SO4 (sulfate) et
I'EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acétique : un chélateur qui complexe les ETMs).

Aussi Hussain et al. (2010) ont indiqué que le cation Ni** dissous dans une solution
hydroponique était la forme la plus absorbée par Eichhornia crassipes (jacinthe d'eau), et
la diminution duNi total dans les eaux est due a I'absorption de Ni** par les nouvelles plantules.
En contaminant des eaux par des concentrations croissantes de NiCl, (25, 50 et 100 ppm),
Amari et al. (2014) ont observé que les racines de Mesembryanthemum crystallinum étaient
les sites préférentiels d'accumulation de Ni**, tandis qu'une fraction a été transférée vers
la partie aérienne.

Outre la température, le nombre croissant de plantes néoformées par bac passant de 1'étage (1)
a 1'¢tage (3) observé dans notre étude, pourrait également contribuer a l'augmentation de
I'¢limination du Cd et du Ni. Les résultats du taux de néoformation de P. australis indiquent
que ce taux est plus élevé aux étages (2) et (3) qu'a I'étage (1) du marais filtrant. L'augmentation
progressive de la densité de plantes pourrait entrainer une amélioration de la rétention du Cd et
du Ni. Les capacités d'absorption racinaire et de précipitation de Cd et Ni a la surface desracines
deviennent importantes, ce qui pourrait renforcer I'¢limination du Cd et du Ni dans le marais
filtrant. De ce fait, I’efficacité de I’épuration des eaux contaminées par le Cd et/ ou Ni par

un marais filtrant dépend des conditions environnementales, la composition de l'eau
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contaminée, la spéciation et la phytodisponibilité¢ de Cd et Ni, ainsi que la capacité d'adaptation

et de tolérance de P. australis.
4.3 Dosage du Cd et Ni dans les plantes néoformées.

Le dosage du Cd et du Ni dans les parties aériennes et souterraines des plantes agées de 8
semaines, a indiqué que I’accumulation de ces deux ETMs dépendait : de ’ETM utilisé et de
la partie de la plante, et variaient en fonction de 1’étage du marais filtrant ou la plante avait
poussé.
Les résultats dans les parties aériennes et souterraines des plantules ont révélé la présence
d'une corrélation positive entre la dose initiale utilisée et la quantité accumulée, que la dose
initiale testée soit individuellement ou combinée. La tendance d’accumulation dans la partie
aérienne et souterraine sous les différentes doses utilisées a été comme suit :
Cd(1000 ppm) > Cd(100 ppm) > Cd (100 ppb) ainsi que sous Ni : Ni(1000 ppm) > Ni(100 ppm) > Ni(120 ppb).
Dans des microcosmes, des marais filtrants ou dans des solutions hydroponiques
contaminées par le Cd et/ou le Ni, plusieurs études ont démontré que lorsque la quantité de ces
deux ETMs augmente dans le milieu, I'accumulation par les plantes de P. australis augmente.
Sous 1, 2, et 4 ppm de Cd (Mohsin et al., 2023), ainsi que sous 4,4 et 17,6 uM de Cd (Alfadul
et Al-Fredan, 2013). L'étude de Nawrot et al. (2021) a comparé l'accumulation de Cd et Ni chez
des plantes de P. australis poussant dans un lac avec des plantes poussant dans des eaux
contaminées par des rejets industriels. Les résultats ont montré que les plantes situées dans
la zone polluée avaient accumulé davantage de Cd et de Ni que les plantes du lac. Dans une
solution hydroponique contaminée par le Ni, Bello et al. (2018) ont observé une corrélation
positive entre la concentration de Ni dans la solution et son accumulation par les plantes de
P. australis. De méme, dans diverses surfaces aquatiques, Astel ef al. (2014), ont signalé une
relation positive entre la concentration de Ni dans le milieu et son absorption par les plantes de
P. australis.
Quant a ’accumulation de Cd et de Ni, nos résultats ont montré que la tendance d’accumulation
de Cd dans la partie aérienne était différente de celle de Ni. Sous les doses individuelles de Cd,
l'accumulation diminuait en allant de I’étage (1) a I’étage (3) ; tandis que sous les doses
individuelles de Ni, I’accumulation de Ni augmentait en allant de 1’étage (1) a (3). Sauf chez
les plantules qui ont poussé sous les plus faibles doses de Cd ou Ni, ou Cd et Ni ont été
totalement absorbés et éliminés dans 1’étage (2) et (1), respectivement.
Contrairement a ce qui a été observé dans les parties aériennes, la tendance d’accumulation

dans les parties souterraines était plus ou moins similaire sous les deux ETMs, a savoir une
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augmentation de 'accumulation allant de 1’étage (1) a (3).

Cette divergence d’accumulation de Cd ainsi que Ni dans les étages du marais filtrant peut étre
due a plusieurs facteurs, notamment la dose recue par chaque étage, la température et le pH,
qui différent d’un étage a un autre. Elle peut aussi étre attribuée aux mécanismes qui contrdlent
la biodisponibilité, I’absorption et la séquestration de Cd et Ni.

Selon Meychik et al. (2021), I'absorption du cadmium par les racines se fait généralement
en deux étapes principales. Premi¢rement, une adsorption sur les racines par interactions
électrostatiques entre le Cd>" et les groupes carboxyles (-COOH : chargés négativement) des
acides polygalacturonique et hydroxycinnamique présents sur les parois. A la suite de son
adsorption au niveau des parois cellulaires des racines, le cadmium diffuse de fagon passive et
rapide dans l'apoplaste racinaire ou il s'accumule. Dans la deuxiéme phase, le cadmium adsorbé
traverse le cortex racinaire grace a des transporteurs membranaires comme les NRAMPs
(natural resistance-associated macrophage proteins) et finit par étre absorbé a l'intérieur des
cellules (voie symplastique). Il s'agit dun processus actif qui dépend fortement de l'activité
métabolique des plantes (Haider et al., 2021). Selon Yi et al. (2023), le Cd pénétre dans
la cellule par transport passif a des concentrations €levées et aussi peut également pénétrer dans
les cellules racinaires par la voie de transport du Ca**, en raison de leurs similitudes en termes
de charge (x™?) et de rayon ionique (taille d'ion) Ca** = 0,97 A et Cd**=0,99 A.

Pour le Ni, aprés son adsomption é€lectrostatique sur les parois racinaires, il est absorbé par
les plantes soit par diffusion passive ou/et par transport actif. Les especes solubles de Ni sont
absorbées de maniére passive, via un systéme de transport de cations. En revanche, les espéces
chélatées sont absorbées par des mécanismes secondaires faisant intervenir le transport actif,
utilisant des protéines de transport telles que les perméases. Les especes de Ni insolubles
pénétrent principalement dans les cellules racinaires par endocytose (Ahmad et Ashraf, 2011).
L'endocytose est médi¢e par un récepteur de surface appelé la clathrine. Le processus est initié
au niveau de foyers spécifiques de la membrane plasmique appelés puits recouverts de clathrine
(Zelazny et Vert, 2014). Selon Van der Pas and Ingle (2019), a ce jour il n'a pas été mis en
¢vidence de transporteur spécifique du Ni au niveau des racines. Il semblerait plutot que
l'absorption racinaire du nickel soit facilitée par des transporteurs de cations peu sélectifs,
notamment certains transporteurs de la famille ZIP (ZRT/IRT-like). Ces transporteurs ZIP
permettraient donc I'entrée non spécifique du nickel avec d'autres cations (Nishida ez al., 2015).

Outre la dose d’exposition et la présence ou non de transporteurs membranaires

spécifiques, les différences de température et de pH enregistrées dans les eaux de chaque étage

du marais filtrant pourraient également influencer la biodisponibilit¢ et l'accumulation
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différentielle de Cd et Ni. Au cours de notre expérimentation, les températures moyennes
mesurées pendant la croissance des jeunes pousses de P. australis dans les différents étages du
marais filtrant montraient une augmentation progressive de 1'étage (1) a I'étage (3). Cette
augmentation était associée a une accumulation plus importante de Cd et de Ni dans la partie
souterraine. En revanche, dans la partie aérienne des plantes, 'accumulation de Ni augmentait,
mais celle de Cd diminuai. Cela montre que la température influence différemment le transfert
et ’accumulation de Cd et Ni dans la partie aérienne. L'augmentation de la température semble
accentuée la transpiration et la vitesse d'absorption Cd et du Ni, ce qui explique I'accumulation
plus importante de ces deux ETMs dans les parties souterraines. Cependant, dans la partie
aérienne, la plante limite le transfert du cadmium, un élément toxique, contrairement au nickel,
qui est considéré comme un oligo-¢lément essentiel. L'étude réalisée par Astel et al. (2014)
portant sur les capacités de bioaccumulation du Cd et du Ni chez P. australis dans divers
écosystemes aquatiques en Greéce et en Pologne a révélé des résultats concordants avec nos
propres observations concernant latendance d’accumulation de Cd. En effet, une augmentation
de latempérature de l'eau (de 14,9 a 23,4 °C), ainsi qu'une diminution de sa salinité, favorisent
I'accumulation de Cd dans les tissus de P. australis. En revanche, contrairement a nos résultats,
aucune corrélation n'a pu étre mise en évidence entre la température et la salinité avec
la bioaccumulation du Ni.

Cette différence dans l'accumulation du Ni par rapport a nos résultats peut s'expliquer par
les spécificités biophysiques et hydrologiques de chaque écosystéme aquatique (marais filtrant,
lac, riviere, étang...). Ces particularités pourraient influencent différemment la biodisponibilité
du Ni et son accumulation par P. australis. De plus, 1'activité bactérienne, plus intense dans
les eaux riches en matiére organique, joue un role clé dans la complexation des oligo-élé ments
comme le Ni. L'oxydoréduction du Ni dans ces écosystémes aquatiques plus ouverts, ainsi que
les interactions entre les plantes et les sédiments, sont également des facteurs importants a
prendre en compte. Selon Seshadri et al. (2015), les ETMs sont généralement moins
phytodisponible lorsqu'ils sont sous forme oxydée. Quant a l'influence de la température sur
la libération des ETMs présentes dans les sédiments, Li et al. (2013), ont montré qu'a des
températures élevées (30 a 35 °C), les taux de libération des ETMs comme le Cd et le Ni des

sédiments augmentent plus rapidement qu'a basse température.

Sous les doses mixtes de Cd et de Ni, dans les parties aériennes et souterraines, la quantité
de Cd et de Niaccumulée suit la méme tendance décroissante entre les étages du marais filtrant
: la quantité accumulée était dans l'ordre suivant : étage 1 > étage 2 > étage 3. Cette tendance

¢tait totalement différente de celle observée pour I'accumulation de Ni sous doses individuelles.
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En revanche, pour I'accumulation de Cd, latendance d'accumulation par étage semble différente
seulement dans la partie racinaire par rapport aux doses individuelles. Ceci suggere que
la présence simultanée des deux ETMs sous les différentes conditions de chaque étage (pH,
température, etc.) modifie leur phytodisponibilité et par conséquent leur absorption racinaire et
leur translocation vers les parties aériennes. Cela conduit a une tendance d'accumulation
différente de celle observée sous doses individuelles. Plusieurs études antérieures ont mis en
évidence la capacité de P. australis a absorber et accumuler le Cd et le Ni, en particulier au
niveau de racinaire (Alfadul et Al-Fredan, 2013; Nawrot et al., 2021; Zheng-yub, 2008).

En comparaison avec les résultats sous les doses individuelles, 1'accumulation de Cd et Ni dans
les racines sous les doses mixtes qui contiennent du Cd & 1000 ppm et du Ni a 1000 ppm ne
semble pas avoir été affectée négativement par la présence de faibles doses de 100 ppb de Cd
et 120 ppb de Ni. Au contraire, une légeére augmentation a été observée. Cependant,
l'accumulation de Cd sous la dose Cdi00 ppby + Ni(1000 ppm) €t de Ni sous la dose Cd(1000 ppm) +
Ni(120 ppb) €st au moins doublée dans les parties souterraines. Ceci démontre que les fortes doses
de Cd ou de Ni ont un effet synergique sur l'accumulation des faibles doses de Ni ou de Cd,
respectivement.

Les études s'intéressant spécifiquement a l'effet de faibles doses de Cd et de Ni sur
'accumulation de ces deux ETMs dans les plantes sont rares dans la littérature scientifique.
Rodrigo et al. (1993), ont montré que le riz traité par du Cd et du Ni accumulait de grandes
quantités de ces deux ¢léments traces ETMs, et que la présence de faibles doses de Ni n'affectait
pas l'absorption du cadmium Cd. Ces constatations sont en accord avec nos résultats, suggérant
qu'aux faibles concentrations, au niveau des transporteurs racinaires de P. australis, il semble
ne pas y avoir de compétition entre le Ni et la forte dose de Cd, de méme que la faible dose de
Cd avec la forte dose de Ni.

Lorsque la dose mixte est composée des mémes quantités de Cd et de Ni
([Cd] = [Ni] = 100 ppm), ’accumulation semble différente comparativement a celle obtenue
sous les doses individuelles Cd (100ppm) €t Ni (100ppm)-

Dans la partie souterraine, 1'accumulation de Cd et de Ni augmente de fagon conséquente,
passant de plus de 5 fois a 3 fois pour le Cd et de 25% a 4 fois pour le Ni. Dans la partie
aérienne, l'accumulation ou la translocation du Cd double et triple selon I'étage. En revanche,
sous Ni, l'accumulation double a 1'étage (1), augmente de 20% a 1'étage (2), et diminue de 12%
al'étage (3). Globalement, a doses égales de Cd et de Ni, le Ni semble avoir un effet synergique
sur I’absorption et ’accumulation de Cd dans la partie racinaire ainsi que sa translocation vers

la partie aérienne. En revanche, le Cd avait un effet synergique sur I’accumulation de Ni dans
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la partie racinaire. Mais concernant la translocation vers la partie aérienne, I'effet synergique
du Cd enregistré dans les étages (1) et (2) devient antagoniste avec l'augmentation de
la température (T °C = 27,68) et l'acidification de I'eau (pH=5,68) enregistrées dans 1’étage (3)
du marais filtrant (Tableaux : 16 a 19).
Ceci montre bien que l'effet antagoniste ou synergique entre le Cd et le Ni, sur leur
accumulation et leur translocation vers la partie aérienne chez les plantes P. australis, dépend
de la dose de chaque ETM, de la température et du pH de I'eau, ainsi que de la spéciation
chimique de ces ETMs. Les conditions particuliéres de la température et de pH de 1'étage (3)
pourraient entrainer un changement des formes chimiques du Cd et du Ni. La modification de
spéciation du Cd et du Ni pourrait expliquer la diminution de la translocation de Ni dans
la partie aérienne par rapport ce qui a été enregistré sous la dose individuelle N1 (100ppm).
Sous la dose Cd (100ppm) €t Ni (100ppm), NOs résultats de la prédiction de la spéciation du Cd et du
Ni ont montré que, en passant de I'étage (1) a I'étage (3), ’espéce chimique Ni** prédomine
mais sa proportion diminue de fagon notable au profit des formes complexes NiNH3*2, NiOH*
et NiHPOs qui augmentent. Aussi le taux de CdCl" diminue de maniére significative et
progressive, passant de 30,72 % dans I’étage 1 & 16,63 % dans les eaux en sortie de 1'étage (3).
A notre connaissance, aucune étude n'a ét¢ publiée ni n'a examiné les effets du Cd sur
l'accumulation de Ni chez P. australis. Cependant, I’effet antagonique mutuelle entre
I’accumulation de Cd et le Ni a ét¢ démontrée chez d’autres espéces. Sous 50 uM de Cd et/ou
100 uM de Ni. Mnasri et al. (2015) ont constaté que I’accumulation de Cd et de Ni dans
I'halophyte Sesuvium portulacastrum ¢étaient plus élevées lorsqu'elles étaient appliquées
individuellement que lorsqu'elles étaient appliquées ensemble, ce qui indique une compétition
pour l'absorption. Thomas (2021), a observé qu'a concentration ¢gale de Cd et de Ni dans
le milieu, 'orge (Hordeum vulgare) qui appartient a la méme famille (Graminées) que P.
australis absorbait plus de deux fois plus de Cd que de Ni. De plus, la translocation du Ni vers
la partie aérienne était nettement inférieure a celle du Cd.

Nous avons également constaté dans notre étude que I'accumulation et la translocation de
Cd et Nidans les organes des plantules de P. australis sont dose-dépendantes. Et le Cd et le Ni
semblent s'accumuler davantage dans la partie souterraine que dans la partie aérienne, saufsous
la dose la plus élevée de Ni : Ni(1000 ppm) €t Cd(100 ppb) T Ni(1000ppm)-
Le facteur de transfert de Cd et Ni (Ft = partie aérienne / partie souterraine), montré que
le transfert de Cd et Ni de la partie racinaire a la partie aérienne est inférieur a < 1 sous toutes
les doses simples et mixtes de Cd et N1, sauf sous la dose élevée de Ni qui varie entre 2,6 et 3,4

sous Ni(1000 ppm) €t entre 2,8 a 3,5 sous Cdq100 ppb) + Ni(1000ppm)-

125



Chapitre II Expérimentations et discussions des résultats

Plusieurs études ont montré que I’accumulation et la séquestration de Cd et Ni sont plus élevées
dans la partie souterraine que dans la partie aérienne (Bello et al., 2018; Jin-mei, 2007; Xing,
2003). Selon (Dhir, 2013), P. australis accumule les ETMs dans ses racines et les transfére
difficilement vers les parties aériennes. Cela pourrait étre un mécanisme de défense pour éviter
les effets potentiellement phytotoxiques de ces ETMs sur les organes photosynthétiques.
Ces constatations sont cohérentes avec nos résultats, ou qu'il s'agisse sous des doses simples ou
combinées, les deux ETMs (Cd et Ni) montrent une tendance a une accumulation plus
prononcée dans les parties souterraines par rapport a celles aériennes sauf sous la dose simple
Ni(1000 ppm) ou mixte Cd100 ppb) + Ni(1000ppm)-

Cela peut s'expliquer par des mécanismes physiologiques différentiels qui régulent
la séquestration et la translocation du Ni. Sous des doses équivalentes et inférieures a 100 ppm,
les plantes ont pu séquestrer le Ni dans la partie souterraine, mais a des doses élevées
(Ni= 1000 ppm), le systeme homéostatique de séquestration semble dépassé. Le Ni parvient
alors a passer les barriéres physiques et biochimiques qui empéchent normalement son transfert
vers les parties aériennes. En conséquence, sa mobilité au sein de la plante et vers la partie

aérienne est augmentée.
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5 Conclusion

Afin d'analyser l'efficacité épuratoire d'un marais filtrant expérimental a écoulement

surfacique a trois étages, planté de P. australis, nous avons évalué la capacité de cette espece a
se multiplier par voie végétative et a générer de nouvelles plantules. Nous avons également
analysé les quantités de Cd et de Ni accumulées par les plantes (parties aériennes et
souterraines) ainsi que la quantité éliminée a chaque étage du marais filtrant.
Pour reproduire divers scénarios de contamination auxquels un marais filtrant pourrait étre
exposeé, nous avons testé trois niveaux de doses : des doses faibles Cd (100 ppb) €t Ni (120 ppb)
représentatives d'une exposition naturelle de fond dans les eaux non polluées, les doses :
Cd (100 ppm) €t Ni (100 ppm) Simulant une contamination par des activités agricoles ou industrielles,
et des doses élevées (1000 ppm) représentant une situation de pollution extréme.
Trois combinaisons de ces doses ont également été testées afin d'étudier les interactions
potentielles entre ces deux ETMs.

Nos résultats ont révélé que les faibles doses de Cd (100 ppb) €t Ni (120 ppb) n'ont pas eu d'effet
négatif sur la néoformation de nouvelles plantules. En revanche, le Cd et le Ni, a des doses
¢levées Cdaoo ppm) et (1000 ppm) €t N1 (100ppm) et (1000 ppm), Cdoo ppm) + Nigoo ppm),
Cd(100 ppb) + Ni(1000 ppm) €t Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppb) inhibent la néoformation de plantules.
Comparativement aux résultats des groupes témoins, une diminution de 58% et 41% a été
observée respectivement sous Cd (100 ppm) €t Ni(100 ppm). Une diminution de 73% et 62,5% sous
Cd@000 ppm) €t Nigooo ppm). Cependant, sous les doses mixtes, nous avons enregsitré
une diminution de 29%, 75% et 69% respectivement sous Cdoo ppm) + Nigi00 ppm),
Cd(1000 ppm) + Ni(120 ppb) €t Cd(100 ppb) = Ni(1000 ppm). L’inhibition du débourrement des bourgeons
est due probablement a la pénétration de Cd et de Ni dans les rhizomes par les régions apicales
des racines adventices ou latérales nouvellement formées, et éventuellement via les bourgeons
des nceuds.

Sous les doses mixtes, le plus notable est que lorsque le Cd et le Ni sont présents ensembles en
quantités égales, la dose Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) €xerce un effet phytotoxique moindre que ces
doses individuellement. Cela pourrait étre di a des mécanismes d'antagonisme entre ces deux
ETMs. Nous avons constaté aussi que le Cd s'est révélé plus toxique que le Ni, inhibant
davantage la multiplication végétative. Le Cd semble plus phytotoxique que le Ni, car il
interfere fortement avec 1'absorption de I'eau et induit un stress oxydatif plus intense dans les
cellules des bourgeons des rhizomes. Il est bien connu pour se lier aux groupements thiols des

protéines et des enzymes, perturbant ainsi leur fonction, ce qui entraine une inhibition plus
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marquée de la néoformation de nouvelles plantules de P. australis. Cette inhibition semble li¢e
a la perturbation des processus cellulaires essentiels, comme la division cellulaire, 1’activation
des voies hormonales ou l'interférence avec la mobilisation des réserves nutritives stockées dans
les rhizomes, ainsi que l'inhibition de certaines hydrolases.

La comparaison inter-étages montre que la néoformation s'améliore en allant de 1'entrée
(étage 1) vers la sortie (étage 3) sous presque toutes les doses testées. Cette amélioration est
due a la diminution de l'effet phytotoxique résultant de la réduction de la concentration de
Cd et de Ni que recoit 1’¢tage (2) de 1’¢tage (1) et I’étage (3) de 1’étage (2). L amélioration du
taux de néoformation en progressant de I'entrée vers la sortie du marais filtrant est attribuable a
l'abattement et a 1'absorption de ces deux ETMs par les plantules néoformées dans 1’étage
précédent et 1’augmentation de la température qui a accompagné l'installation des rhizomes
dans les étages (2) et (3) qui favoriser davantage 1'émergence de nouvelles plantules.

Effectivement, le dosage du Cd et du Ni dans les eaux des différents étages du marais
filtrant, ainsi que dans les plantes néoformées, a montré que l'efficacité d'épuration augmente a
mesure que I'eau progresse a travers ces étages. Les performances des étages se classent comme
suit : étage (3) > étage (2) > étage (1). L'efficacité du systeme s'est révélée influencée par
plusieurs facteurs, notamment la température, la spéciation chimique du Cd et du Ni, ainsi que
la densité des plantes néoformées.

La température semble avoir un role crucial en affectant la spéciation chimique et
laphytodisponibilité¢ de Cd et de Ni. La température qui augmente allant de 1’étage (1) a 1’étage
(3), favorise la solubilit¢ de Cd et de Ni et leur phytodisponibilité pour les plantes. Cette
augmentation de la température favorise également la néoformation de nouvelle plantule et
la croissance contribuant ainsi a une meilleure rétention de Cd et de Ni. La modélisation de la
spéciation chimique révéle que les formes ioniques libres (CAC1") et (Cd** et Ni?*) qui sont les
plus phytodisponibles, sont majoritaires dans la plupart des conditions. Cependant, le Ni
présente une plus grande proportion de son espece libre Ni** par rapport au cadmium (Cd*").
Cela pourrait expliquer pourquoi le pourcentage total de Ni éliminé est supérieur a celui du Cd
dans le marais filtrant, en particulier en présence de fortes doses de Cd et/ou de Ni.

Malgré les effets négatifs de Cd et/ou de Ni, P. australis a démontré une résilience significative
et une capacité a maintenir un niveau minimal de régénération, méme face a des concentrations
¢levées de Cd et de Ni dans les eaux du marais filtrant, ainsi qu'apres leur accumulation dans
les parties aériennes et souterraines des plantes. Cette capacité d’adaptation pourrait expliquer
l'abattement du Cd, qui s'élevait a 52-59 % sous Cd (100 ppm) €t @ 22-25 % sous Cd (1000 ppm), €t

aussi l'abattement du Ni qui variait de 48-63 % sous Ni (100 ppm) €t de 35-37 % sous Ni (1000 ppm).
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Chapitre III : Réponses métabolique, enzymatique

1 Matériel et méthodes

1.1 Dispositif expérimental

Afin d'évaluer la réponse métabolique, enzymatique de P. australis dans des eaux
contaminées par Cd et/ou de Ni, nous avons installé¢ un dispositif composé de 16 récipients
cylindrique de 11 cm de diamétre et de 50 cm de hauteur pouvant contenir 4,75 litres d'eau
(figure 27). Chaque récipient représente un traitement ou un groupe :

- Un groupe témoin non traité : Eau distillée plus solution nutritive de Hoagland diluée.

- Six groupes traités avec des doses croissantes de Cd : 10 ; 30 et 100 ppb ; 100 ; 500 et
1000 ppm.

- Six groupes traités avec des doses croissantes de Ni : 30; 60 et 120 ppb ; 100 ; 500 et
1000 ppm.

- Trois groupes traités avec des doses mixtes de Cd + Ni :

- Cd (1000 ppm) TN1 (120 ppb) 3 Cd (100 ppm) TN1 (100 ppm) 3 Cd (100 ppby TNI (1000 ppm)-

Les trois doses ¢levées (100, 500 et 1000 ppm) ont été choisies pour évaluer la capacité des
plantes a tolérer des niveaux ¢levés de Cd et de Ni. Les trois faibles doses de Cd et de Ni ont
été utilisées pour évaluer le niveau de sensibilit¢ des plantes. Concernant les doses mixtes,
l'objectif de leur utilisation est de tester les effets de synergie ou d'antagonisme entre le Cd et

le Ni.
1.2 Conditions de culture

Pour avoir le mé me nombre de plants dans chaque récipient du dispositif expérimental,
nous avons d'abord fait germer des thizomes pour les repiquer apres. Des rhizomes avec un ou
deux nceuds ont été placés dans des bouteilles. Chaque bouteille contenait l'un des 16
traitements (15 traitements plus le témoin). Aprés une période de 6-11 jours permettant
I'¢mergence et le débourrement des nceuds, cing rhizomes présentant des bourgeons ou nceuds
débourrés, ont été repiquées ou transférées dans leur récipient respectif contenant la dose qui
leur était assignée (figure 29).

Dans chaque récipient qui contient de I’eau contaminée par du Cd et/ou du Ni, en plus d’une
solution hydroponique nutritive de Hoagland (Basal Salt Mixture : Sigma-Aldrich, Cat. no :

H2395), cinq 5 rhizomes ont été placer dans des pots panier pour la culture hydroponique.
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Le dispositif expérimental ensuite a ét¢ placées sous une serre avec des températures
de 23 + 3°C le jour et de 11 + 4°C la nuit, ainsi qu'une intensit¢ lumineuse > 5400 lux et
une photopériode de 12 heures. L'alternance des températures et de la photopériode était
similaire a celles des conditions réelles au printemps dans le nord-est de 1'Algérie, offrant ainsi
des conditions propices au débourrement de nouds des rhizomes et 1’émergence de nouvelle
plantule P. australis (Alfadul et Al-Fredan, 2013; Gorai et al., 2006).

Apres 10 semaines de début du débourrement des bourgeons des rhizomes nous avons évaluer
les réponses métaboliques et enzymatiques des plants de P. australis, nous avons quantifié
la chlorophylle, les protéines, les lipides et mesuré la réponse enzymatique du systeme
antioxydant de la Gaiacol peroxydase (EC 1.11.1.7 ; GPOx), la catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)
et la glutathion-S-transférase (GST) (EC 2.5.1.18). Le dosage de la chlorophylle, proteine,
lipide et la réponse des enzymes du systéme antioxydant ont été réalisée au laboratoire G.F.
Ingrassia de I'Université de Catane, Italie.

La zone ou nous avons installé notre dispositif expérimental (37°26'21.5"N 15°04'31.3"E) se
trouve dans la ville de Catane, Italie. La région est caractérisée par un climat de type
méditerranéen tempere, avec des €tés chauds et secs de juin a aott, et des hivers doux et
relativement pluvieux. Les températures diurnes varient de 15 °C en janvier a 36 °C en aoft.
Les températures nocturnes les plus élevées pourraient étre enregistrées en aoit avec 21 °C,
les plus basses en janvier avec -3 °C. Le mois le plus sec est juillet et le mois ou il pleut le plus

est décembre (Liuzzo et al., 2017).
1.3 Dosage du Cadmium et du Nickel dans les plantes

Un (01) g de la partie aérienne et racinaire de chaque traitement de chaque étage a été
prélevé et déposé dans des tubes de digestion. Huit (8) ml de HNO3 (65 %) et 1 ml de H,O»
(30 %) ont été ajoutés, et le tout a ensuite été digéré a 85 °C pendant 120 minutes a l'aide
d'un systéme de digestion DigiPrep. La solution dans les tubes a ensuite été diluée avec de I'eau
MilliQ® jusqu'a un volume final de 50 ml. Ensuite, le tout a été filtré¢ en utilisant des filtres
seringue en nitrocellulose (0,45 um). La détection et la quantification des Cd et Ni ont été
réalisées par La spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) (NexION®
300D: perkin Elmer Inc., Waltham, MA, USA), en suivant la méthode EPA 6020, en utilisant

Yttrium (Y) et Rhénium (Re) comme étalons.
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des neeuds débourrés,

b

1-Stérilisation des bouteilles pour
recevoir les rhizomes.

3- Plantules néoformées sous
différentes doses de
Cd et/ou de Ni.

Cd (1000 ppm).

4- Plantules néoformées sous
les différentes doses de Cd.

Fig. 29 : Dispositif expérimental installé pour I’évaluation des réponses métaboliques et
enzymatiques chez des plantes de Phragmites australis agées de 10 semaines, exposées a
différentes doses simples et combinées de Cd et/ou de Ni.
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1.4 Dosage de la chlorophylle total

L'extraction et le dosage de la chlorophylle a été réalisée selon le protocole établi par
Porra et al. (1989) et Porra (2002). Un échantillon de 1g de feuilles de P. australis,
préalablement découpées, a été broyé dans un mortier en présence de 20 ml d'acétone a 80%.
Afin d'assurer ainsi une meilleure fiabilité des résultats, nous avons effectué un échantillonnage
dans les feuilles basales, médianes et apicales mais seulement si ces jeunes feuilles sont
complétement déployées. Une fois la partie médiane des feuilles totalement broyé, la solution
a ¢été filtrée et conservée a l'abri de la lumicére dans des récipients opaques afin de prévenir
l'oxydation. Le dosage a ensuite été effectué par spectrophotométrie (Shimadzu-minil240). Les
mesures d'absorbance ont été réalisées a deux longueurs d'onde distinctes, DO = 646,6 nm et
663,6 nm, apres étalonnage préalable de 1'appareil a I'aide d'une solution témoin d'acétone a
80%. Si l'absorbance est supérieure a 0,8 les solutions doivent étre diluées avec 1 ml d’acétone
a 80 % et remesurées. Les teneurs en chlorophylle ont finalement été calculées au moyen de
formules : Chlorophylle a (ug/ml) =12.25 (DO 663,6) - 2.55 (DO 646,6)

Chlorophylle b (ug/ml) =20.31 (DO 646,6) - 491 (DO 663,6)
Chlorophylle total (ug/ml) =7.34 (DO 663,6) + 17.76 (DO 646,6)

1.5 Dosages des lipides totaux

La quantification des lipides totaux a été réalisée selon la méthode décrite par
Goldsworthy et al. (1972), tandis pour l'extraction nous avons utilis¢ le protocole établi par
(Shibko et al., 1967). Pour chaque échantillon composé de 0,5 g (feuilles, tiges et racines),
le matériel végétal a été découpé et macéré dans 10 ml d'acide tri-chloroacétique a 20 %.
Apres un broyage, une filtration et une centrifugation a 5000 tours par minute pendant
10 minutes, le surnageant a été ¢limin¢, tandis que le culot a été conservé. Par la suite, 1 ml
d'un mélange éther/chloroforme (1/1) a été ajouté au culot. Une seconde centrifugation (5000
tours par minute pendant 10 minutes) a permis d'obtenir deux phases distinctes : un culot
contenant les protéines et un surnageant renfermant les lipides. Une aliquote de 100 pl du
surnageant a été prélevée et mélangée a 1 ml d'acide sulfurique, puis incubée dans un bain-
marie a 100 °C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, 200 pl de I'extrait ont été prélevés
et combinés a 2,5 ml d'un réactif sulfophospho-vanillinique a 85 % (0,38 g de vanilline + 195
ml d'acide orthophosphorique + 55 ml d'eau distillée). Aprés une incubation de 30 minutes a
l'obscurité, la lecture spectrophotométrique (Shimadzu-mini 1240) a ét¢ effectuée a une

longueur d'onde de 530 nm. Les concentrations ont été calculées a partir de 1'équation déduite
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de la courbe d'étalonnage réalisée a l'aide d'une solution mere préparée avec de l'huile de

tournesol (Annexe. 01 : Courbe. 01).
1.6 Dosage des protéines

Pour la quantification des protéines, la méthode de Bradford (1976) a été utilisée,
employant la sérum albumine bovine (BSA) comme standard, sur le méme échantillon utilisé
pour doser les lipides, on récupere le culotissu de 1a deuxiéme centrifugation auquel on a ajouté
Iml du NaOH (0.1N) et on agite énergétiquement pour la dissolution des proté¢ines. Un volume
de 100 ul de l'extrait a été prélevé et mélangé a 4 ml de réactif de coloration au Bleu Brillant de
Coomassie (BBC) (50 mg de BBC + 50 ml d'acide orthophosphorique a 85 %, complété a 500
ml avec de l'eau distillée). Les échantillons ont ensuite été directement analysés par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 595 nm. Le calcul des concentrations en protéines
a été effectué a partir de 1'équation dérivée de la courbe d'étalonnage réalisée avec une solution

d'albumine de sérum bovin (Annexe. 01 : Courbe. 02).

1.7 Dosage des enzymes du systéme antioxydant

L'activité de la gaiacol peroxydase (EC 1.11.1.7 ; GPOx), l'activit¢ de la catalase
(EC1.11.1.6 ; CAT) et l'activité glutathion-S-transférase (EC 2.5.1.18 ; GSTs) ont été mesurées
dans les trois organes : feuille, tige et racine des plantes exposées a différentes doses de Cd
et/ou Ni. Chaque échantillon de 0,5 g été prélevé et conservé a -80 °C (dans de I'azote liquide)
jusqu'au début de l'analyse. La détermination quantitative des activités enzymatiques de
laCAT, de la GPOX et de la GST est effectuée par spectrophotométrie, en appliquant I'équation
¢tablie par Servais (2004). Pour le dosage des enzymes du systéme antioxydant, les mémes
protocoles que ceux utilisés pour le dosage dans les plantules issues de graines de P. australis
(chapitre I : pages 52 et 53) ont été suivis. La CAT (Cakmak et Horst, 1991), la GPOx (Fielding
et Hall, 1978; Lin et Kao, 1999; Loggini et al., 1999) et la GST (Habig ef al., 1974)

2 Analyse statistique

Un dispositif en split-plot a été utilisé pour l'analyse des résultats. Les teneurs en
chlorophylle totale, en lipides, en protéines, ainsi que l'activit¢ des enzymes du systeme
antioxydant (GPOx, CAT, GST) ont été exprimées sous forme de moyennes de deux
expériences indépendantes (n = 10 ; 5 par répétition) (+ écart-type). A 'aide d'une analyse de
variance a un facteur (ANOVA), avec un seuil de p < 0,05, les résultats ont été testés pour

identifier les différences significatives entre les moyennes des différents traitements avec Cd
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et/ou Ni. Le test de Tukey, avec p = 0,05, a été utilisé pour comparer les moyennes des résultats
significativement différents.

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel IBM SPSS version 25 (SPSS Inc.,
2011). Enfin, afin d'évaluer et d'identifier de possibles relations, synergies ou oppositions dans
larégulation métabolique et la réponse enzymatique dans les différents organes de P. australis
soumis a diverses doses (faibles et ¢élevées, simples et combinées) de Cd et de Ni, des

corrélogrammes ont été réalisés avec le logiciel R.
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3 Résultats

3.1 Accumulation du Cadmium et du Nickel dans les organes de P. australis

Les résultats de I'accumulation du Cd et du Ni dans les différents organes (feuilles, tiges,
racines) de P. australis en fonction des différentes doses simples et mixtes de Cd et/ou Ni
appliquées sont représentés dans les tableaux 25, 26, 27 et 28.

A faibles doses (10, 30 et 100 ppb), le Cd s'accumule principalement dans les racines, puis dans
les tiges, et enfin dans les feuilles. A fortes doses (100, 500 et 1000 ppm), le Cd s'accumule
davantage dans les racines, puis dans les feuilles et les tiges.

Concernant I'accumulation de Ni : A faibles doses (30 ; 60 et 120 ppb), le Ni s'accumule
principalement dans les racines, tandis que dans les tiges et les feuilles, I'accumulation est plus
ou moins similaire. A fortes doses (100; 500 et 1000 ppm), nous constatons qu'avec
l'augmentation de la dose, I'accumulation s'inverse de la racine vers la feuille, tandis que dans

les tiges, I'accumulation est la plus faible.

Sous les doses mixtes Cd+Ni : En présence d'une forte dose de Cd (1000 ppm) €t d'une faible dose
de Ni (120 ppb), 'accumulation de Cd et Ni est supérieure dans les racines que dans les feuilles et
les tiges. Sous Cd (100 ppm) T Ni (100 ppm), le Cd et le Ni s'accumulent préférentiellement dans
les racines, puis dans les feuilles et les tiges.

Sous Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm), 1€ Ni s'accumule massivement dans les feuilles, et la quantité
accumulée dans les racines est presque la moiti¢ de celle accumulée dans les feuilles. Pour

le Cd, il est détecté seulement dans les racines.

Tab. 25 : Accumulation de Cd dans les différents organes de P. australis en fonction des doses

de Cd appliquées.
cd [Cd] en ppb (ug.kg! MS) et ppm (mg.kg' MS)
Traitement Feuille Tige Racine
Control Nd Nd Nd
10 ppb 4,38 £0,31 5,83+£0,76 36,86 + 4,95
30 ppb 15,59 £ 4,54 30,62+ 5,19 335,08 +31,64
100 ppb 33 £5,95 3497+3,40 300,19 +45,96

100 ppm 0,390,026 0,80£0,11 2,39 +0,33
500 ppm 10,01 £ 0,91 7,08 £0,25 12,19+ 1,71
1000 ppm 16,57 + 2,38 8,03+128  2041+3,04
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Tab. 26 : Accumulation de Ni dans les différents organes de P. australis en fonction des doses

de Ni appliquées
Ni [Ni] en ppb (ug.kg’ MS) et ppm (mg.kg™! MS)
Traitement Feuille Tige Ragine
Control 0,83 +0,29 1,58 £0,16 3,43 £0,61

30 ppb 1932+ 4,09  16,19+489 6532+ 11,61
60 ppb 19,18+ 1,54  30,75+5,73  144,6 + 18,18
120ppb 20,09+ 547  22.82+234 33540 +41,82

100 ppm 0,64 +0,06 0,45 + 0,04 1,67 £0,09
500 ppm 10,13 £0,62 1,95+0,33 6,81 + 1,09
1000 ppm 23,92+ 2,88 472 +039 10,87 + 4,16

Tab. 27 : Accumulation de Cd dans les différents organes de P. australis en fonction des doses

mixtes de Cd +Ni appliquées.

-
Traitement Cd+Ni : Cd en ppm ( mg.kg" MS) .
Feuille Tige Racine
Control Nd Nd Nd

Cda000 ppm) FNi(20 ppy 15,20 £0,93  6,01£0,77 20,61 +1,35°¢
Cd(100 ppm) + Ni(100 ppm) 3,09+0,31 0,92+0,08 11,87 +1,81°
Cd100 ppb) + Ni(1000 ppm) Nd Nd 0,37 +0,06°¢

Tab. 28 : Accumulation de Ni dans les différents organes de P. australis en fonction des doses

mixtes de Cd +Ni appliquées.

Ni en ppm (mg.kg! MS)

Traitement Cd+Ni

Feuille Tige Racine
Control 8,3.104+£29.10% 1,58.10°+1,6.10% 3,43.10°+6,1.10™
Cd1000 ppm) TNi(120 ppb) 0,20+ 0,04 0,020 + 0,003 0,55 +0,08
Cd100 ppm)+Ni100 ppm) 2,13+ 0,07 0,98 +0,08 6,92 +£0,25
Cd(100 ppb) T Ni(1000 ppm) 22,52+ 1,74 4,84 +0,14 14,76 £ 0,37
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3.2 Teneur en chlorophylle totale

Les résultats de la teneur en chlorophylle totale dans les feuilles des plantes de P. australis
exposées a des doses simples et combinées de Cd et/ou de Ni sont récapitulée dans le tableau
(29). L'analyse de variance a un facteur (dose) effectuée sur les résultats a mis en évidence des
différences statistiquement significatives pour les trois traitements : Cd (Feg3= 365,62; p =
0,000 < 0,05), Ni (Fs63=315,23; p=10,000 <0,05), et Cd+Ni (Fes3=394,13; p=0,000 < 0,05).

Sous les fortes doses de Cd et de Ni (100 ; 500 et 1000 ppm), les résultats indiquent qu'a
mesure que la dose augmentait, les valeurs moyennes de la teneur en chlorophylle totale
diminuaient de maniére significative. Sous les traitements Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm), la teneur
en chlorophylle totale a chut¢ de plus de 75 % par rapport au témoin (14,74 pg/ml).
Une tendance similaire a été enregistrée sous les fortes doses de Ni, mais la diminution était
moins importante que celle observée sous Cd, ou la diminution atteignait 66 % sous Ni (1000 ppm)
et 59 % sous Ni (500 ppm). Globalement, les résultats, indiquant un effet néfaste plus élevé du Cd.

Sous les faibles doses de Cd [Cdoppb); Cd@oppby €t Cdoopphy], aucune différence
significative n'a été observée par rapport au groupe témoin. En revanche, les faibles doses de
Ni [Nigoppby; Ni@oppb); Ni2oppb)] ont entrainé une légere augmentation de la teneur en
chlorophylle totale ; 6,5 % sous Nigoppb) €t Nigoppb) , €t 7,4 % sous Ni(120ppb).

Les combinaisons: Cd (1000 ppm) + Ni 120 ppvy; Cd 00 pppy = Ni (1 000 ppm) €t
Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm) Ont entrainé une diminution significative de la teneur en chlorophylle
totale par rapport aux résultats chez les plantes t¢émoins. Cependant, ces valeurs restaient
légérement supérieures a celles observées sous les hautes doses individuelles, sauf pour
la dose Cd(100 ppm) + Nig100ppm), OU la teneur semblait étre plus faible comparativement a celle

obtenue sous la dose Ni (100 ppm) €t plus €élevée que celle observée sous Cd (100 ppm).

Tab. 29 : La teneur en chlorophylle totale dans les feuilles des plantes de P. australis exposées
a des doses simples et combinées de Cd et/ou Ni. Les valeurs représentent les moyennes (£8d),
n = 10 répétitions. Les valeurs avec des lettres différentes dans une colonne sont
significativement différentes (p < 0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées recoivent la
lettre (a).

Chlorophylle ug.ml’!
Traitement Cd Traitement Ni Traitement Cd+Ni
Control 14,74+ 0,53*  Control 14,74 + 0,53 P Control 14,74 + 0,532
10ppb 14,90+ 0,66* 30 ppb 15,70+ 0,77 Cd(1000ppm) +Nic120ppby 3,53 £0,57 ¢
30ppb 14,31+ 0,35* 60 ppb 15,71+ 0,432®  Cd 100 ppm)+ Nici00ppm) 7,81 £ 0,85
100 ppb 14,81+ 1,04% 120ppb 16,01 £0,70®  Cdl(100 ppby: Nic1000 pprm) 5,27 = 0,34¢

100 ppm  726+089" 100 ppm 8,92 +0,76°¢ / /
500 ppm  3,58+£0,35¢ 500ppm  6,04+0,669 / /
1000 ppm  331+£042¢ 1000 ppm 4,99 0,31 ¢ / /
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3.3 Teneur en protéines

Les résultats de la teneur en protéines dans les feuilles, les tige et les racines des plantes
de P. australis exposées a des doses simples et combinées de Cd et de Ni sont récapitulés dans
les tableaux 30 ; 31 et 32.

Que ce soit pour les feuilles, les tiges ou les racines, les différentes doses de Cd ont eu
un effet statistiquement significatif sur les teneurs en protéines : feuille (Feg3 = 151,62; p =
0,000 < 0,05) ; tige (Fe,63=92,82; p=10,000 <0,05), et racine (Fs63 =199,83; p= 0,000 <0,05).

Sous les faibles doses de Cd, bien qu'une 1égére augmentation ait été enregistrée,
particulierement dans les feuilles et les racines, aucune différence significative n'a été observée
par rapport au groupe témoin. En revanche, sous les fortes doses de Cd, les résultats indiquent
qu'a Cdoo ppm), Une augmentation significative des teneurs en protéines a été notée dans
les feuilles et les racines, mais pas dans les tiges. Sous les doses Cds00 ppm) €t Cd(1000 ppm), On
observe une diminution drastique des teneurs en protéines dans les feuilles et les tiges par
rapport au contrdle. Dans les racines, cependant, la teneur en protéines a fortement augmenté
sous 500 ppm 249,38 mg.g"! mais a diminué a 7,86 mg.g™!' sous 1000 ppm.

Sous les six doses de Ni, les résultats de la teneur en protéines étaient similaires a ceux
enregistrés sous Cd. L'ANOVA effectuée sur les résultats a mis en évidence des différences
statistiquement significatives entre les teneurs en protéines pour le facteur dose dans chaque
organe : feuille (Fs63 =237,268; p = 0,000 < 0,05), tige (Fs63 = 159,762; p = 0,000 < 0,05), et
racine (Fee3=167,899; p = 0,000 < 0,05) (Tab. 31).

De la méme maniere que sous les faibles doses de Cd, sous les faibles doses de Ni, aucun
effet significatif n'a été observé sur les teneurs en protéines dans les différentes parties de
laplante par rapport au contrdle. Les valeurs étaient trés proches de celles enregistrées sous Cd.
Pareil qu'a Cdooppm), @ Ni(100 ppm) On observe une augmentation significative des teneurs en
protéines dans les feuilles, ainsi que dans les racines. Cependant, contrairement a ce qui a été
enregistré sous Cdooppm), la teneur en protéines diminue significativement dans les tiges.
Aux fortes doses de Nisooppm) €t @ Ni(i00ppm), une forte diminution des teneurs en protéines est
observée dans tous les organes par rapport au controle. Sous Ni(iooppm), l€s résultats sont tres
proches de ceux enregistrés sous Cd100ppm), mais la dose Nisooppm) semble affecter davantage
la teneur en protéine dans les racines et moins dans les feuilles que la dose Cds00ppm)-

Sous les doses mixtes, l'analyse statistique a montré que par rapport au contrdle, ces doses
ont entrainé une diminution significative des valeurs moyennes de la teneur en protéines dans
la feuille (Fes3 = 328,41; p = 0,000 < 0,05), tige (Fee3 =315,90; p = 0,000 < 0,05), et racine
(Fes3=374,95; p= 0,000 <0,05). Comparativement aux doses individuelles, I’ajout de faibles

138



Expérimentations et discussions des résultats

Chapitre III

doses de de Cdioo ppb) €t de Nig20ppb) au Nici000 ppm) €t Cd (1000 ppm),, r€SpPEctivement, semble

légérement améliorer la teneur en protéines dans tous les organes des plantes exposées aux
doses simples Ni(1000 ppm) €t Cd (1000 ppm). En revanche, sous Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm), ON Observe
une diminution importante de la teneur en protéines par rapport aux doses individuelles de

Cd (100 ppm) €t de Ni (100 ppm), particulierement dans les racines et les feuilles.

Tab. 30 : La teneur en protéines dans les organes de P. australis sous des doses simples de Cd.
Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de n = 10 répétitions. Les valeurs avec des lettres
différentes dans une colonne sont significativement différentes (p < 0,05, test de Tukey).
Les valeurs les plus élevées recoivent la lettre (a).

cd Protéines (mg.g'1 MF)
Traitement Feuille Tige Ragine
Control 44,7 +3,15*  26,07+1,84* 32,72+231°
10 ppb 4579+ 3,12 26,37+ 1,8* 3355+2,12°¢
30 ppb 45,14+ 225" 26+ 147 33,14+ 1,33°¢
100 ppb 47,58 +4,69°  2677+2,64* 325+3,01°¢
100 ppm  54,08+3,65%  2359+2,532 41,85+2,34P
500 ppm 14,63+ 1,53¢ 10,13+ 1,06° 4938+0,982
1000 ppm 12,26+ 1,88°¢ 8,49 +13P 786+1,219

Tab. 31 : La teneur en protéines dans les organes de P. australis sous des doses simples de Ni.
Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de n=10 répétitions. Les valeurs avec des lettres
différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs

les plus élevées recoivent la lettre (a).

Ni Protéines (mg.g' MF)

Traitement Feuille Tige Ragine
Control 44,7+3,15° 26,07+ 1,84% 32,72+231°
30 ppb 446+1,06° 2720+ 1,79* 29,74+ 1,98°
60 ppb 4577+ 1,98° 27,22+ 1,14* 293 +1,26°
120ppb  45,49+£229°  27,48+2,07% 30,05+2,44"
100ppm  51,7+1,16*  1694+0,62° 4829+397°

500 ppm 23,58+ 1,05¢  12,6+0,56°  15,1£0,67°¢
1000 ppm 16,73+ 1,75¢  894+0949 10,71+ 1,12°¢

Tab. 32 : La teneur en protéines dans les organes de P. australis sous des doses combinées de
Cd etde Ni. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de n=10répétitions. Les valeurs avec
des lettres différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,05, test de Tukey).
Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

Protéines (mg.g”! MF)

Traitement Cd+Ni

Feuille Tige Ragine
Control 44,7+3,15* 26,07+ 1,84% 32,72+2,31°%
Cd(1000ppm) +Ni(120ppb) 15,06+0,7¢ 9,2+0,43¢ 944+044°¢
Cd(100 ppm)+Nitooppm) 35,1 £1,27% 21,45+0,78° 22 +08°
Cd100 ppb)+Nioooppm) 17,74 £0,39¢ 10,84+ 0,24°¢ 11,12+0,24°¢
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3.4 Teneur en lipide

Les résultats de la teneur en lipide dans les feuilles, tiges et racines des plantes de

P. australis soumis a différents doses simples et combinées de Cd et de Ni sont récapitulée dans
le tableau (33 ; 34 et 35). L'analyse statistique a mis en évidence des différences significatives
pour les trois traitements et dans les trois organes.
Les résultats de 1'analyse de variance ont mis en évidence un effet hautement significatif
(p <0,05) des différentes doses de Cd sur les teneurs en lipides dans chacun des organes étudiés
: feuille (Fegs = 86,22; p = 0,000 < 0,05) ; tige (Fe,63 = 246,38; p = 0,000 < 0,05), et racine
(Fe,63=486,43; p = 0,000 <0,05).

Les différentes doses de Ni ont également affecté de manicre significative les niveaux
lipidiques foliaires (Fe63=297,17; p = 0,000 < 0,05) ; caulinaires (Fes3 =273,18; p = 0,000
<0,05), etradiculaires (Fee3=196,57;p = 0,000 <0,05).

L'exposition combinée au Cd et au Ni a induit aussi des variations significatives des
niveaux de lipides dans chacun des organes des plantes : feuille (Feg3 = 393,92; p = 0,000
<0,05) ; tige (Fee3 =428,57; p = 0,000 < 0,05), et racine (Fess3=215,81; p= 0,000 < 0,05).
Le test post-hoc de Tukey a révélé des différences non significatives entre les faibles doses de
Cd et aussi de Ni par rapport au groupe controle. Cependant, des niveaux lipidiques
significativement inférieurs a ceux des plantes témoins ont ét€ observés dans les tiges exposées
a Cdqoo ppv). En revanche, un niveau de lipides supérieur au contrdole a été enregistré dans
les tiges des plantes exposées a Ni(120 ppb).-

Sous I'exposition aux fortes doses de Cd et de Ni, une diminution des teneurs en lipides a
été observée dans les feuilles, les tiges et les racines avec 1'augmentation des doses appliquées.
Les différences entre les résultats sous Cdiooppm), Cdsooppm) €t Cdoooppm) n'étaient pas
significatives, enrevanche, une différence significative a ét€ mise en évidence entre les résultats
sous les doses Ni(i00ppm), Nisooppm) €t Ni(io0oppm). De maniére générale, dans l'ensemble des
organes ¢tudiés, I'effet du Cd sur les niveaux lipidiques s'est avéré plus marqué que celui du Ni,
a l'exception du traitement Cdooppm) (2,99 mg.g! MF) qui a induit des teneurs en lipides
supérieures a Ni(100ppm) (2,3 mg.g™! MF).

Sous les doses mixtes, 1'analyse statistique a révélé une diminution significative des
teneurs moyennes en lipides par rapport au contrdle dans l'ensemble des organes étudiés
(feuilles, tiges et racines). Comparativement aux doses individuelles, I’addition de faibles doses
de Cd0o ppby €t Nig20ppb) au Nig1000 ppm) €t Cd (1000 ppm), respectivement semble légérement
améliorer les niveaux lipidiques foliaires et radiculaires, mais pas caulinaires.

En revanche, la dose Cd (100 ppm*Ni (100 ppm) @ entrainé une baisse des teneurs en lipides par
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rapport aux expositions individuelles Cd (00 ppm) € Ni (00 ppm) dans les feuilles,

une augmentation dans les racines, tandis que dans les tiges, cette dose combinée a induit

une teneur supérieure a celle sous Cd seul mais inférieure a celle sous Ni seul.

Tab. 33 : La teneur en lipides dans les organes de P. australis sous des doses simples de Cd.
Les valeurs représentent les moyennes (= Sd) de n=10 répétitions. Les valeurs avec des lettres
différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs
les plus élevées regoivent la lettre (a).

Cd Lipides (uM. min"! mg™! Fw)

Traitement Feuille Tige Ragine
Control 4,71+0,342 1,79 +£0,132 6,92 +0,52
10 ppb 4,86 +0,52 2 1,78 +0,15* 6,89 +0,46*
30 ppb 472 +031°2 1,77 +0,12 6,96 £ 0,282
100 ppb 5,05+0,852 1,56+0,14>  6,36+0,192
100 ppm  2,99+0,36° 0,37+0,06¢ 124+021"
500 ppm 1,13+0,15¢ 0,33+0,06¢ 1,04+0,18"°
1000 ppm 0,8+0,12°¢ 0,30+£0,05¢ 0,96+0,14"

Tab. 34 : La teneur en lipides dans les organes de P. australis sous des doses simples de Ni.
Les valeurs représentent les moyennes (= Sd) de n=10 répétitions. Les valeurs avec des lettres
différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs

les plus élevées recoivent la lettre (a).

Ni Lipides (uM. min"! mg™! Fw)
Traitement Feuille Tige Racine
Control 471+0734"° 1,79 +0,13% 6,92+0,5%
30 ppb 484+0,18° 1,79 +0,12 7,15+0,54%
60 ppb 475+0,22° 1,8 +£0,09? 6,94 +£0,222
120 ppb 5,660,212 1,78 0,082 7,54 +£0,712
100 ppm 23+031°¢ 0,72+0,06®*  2,73+0,37"
500 ppm 1,78 +0,074 0,68+0,03P 212+0,09"
1000 ppm 144+0,154 0,55+0,06°¢ 1,71+£0,17 ¢

Tab. 35 : La teneur en lipides dans les organes de P. australis sous des doses combinées de Cd
et de Ni. Les valeurs représentent les moyennes (+ Sd) de n=10 répétitions. Les valeurs avec
des lettres différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,05, test de Tukey).

Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

Traitement Cd+Ni1

Lipides (uM. min"! mg™! Fw)

Feuille Tige Racine
Control 471+034* 1,79+0,13% 6,92+0,5%
Cd1000ppm) +Ni(120ppb) 1,08+0,19 029+0,03¢ 1,19+0,07¢
Cd(100 ppm)+Ni(100ppm) 223+0,07° 0,58+0,05> 2,84+0,09°
Cd (100 ppb)+N1(1000 ppm) 1,524+0,04¢ 0,52+0,04" 1,76+0,12°¢
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3.5 Activité des enzymes du systéme antioxydant
3.5.1 Activité enzymatique de la catalase (CAT)

Les tableaux (36 ; 37 et 38) présentent les variations de l'activité enzymatique de la
Catalase (CAT), dans les différents organes des plantes de P. australis exposés a diverses doses
simples et mixtes de Cd et/ou Ni.

L'analyse de variance a révélé un effet hautement significatif des différentes doses de Cd sur
l'activité de la CAT dans les feuilles (Fss3 =419,89 ; p = 0,000 < 0,05), tiges (Fs63=1129,95 ;
p=10,000 <0,05) et racines (Fss3 =350,03 ; p =0,000 < 0,05). Les différentes doses de Ni ont
significativement affecté 1'activité de la CAT dans les feuilles (Fsg3 = 326,02 ; p = 0,000 <
0,05), tiges (Fee3 = 168,69 ; p = 0,000 < 0,05), racines (Fse3 = 127,11 ; p = 0,000 < 0,05).

De maniére générale, l'activité de la CAT a augmenté avec l'accroissement des doses de
Cd et de Niappliquées. Cependant, une diminution de cette activité enzymatique a été observée
dans les feuilles et les tiges sous 1'exposition a Ni(1000 ppm) cOmparativement sous Ni(500 ppm) OU
nous avons enregistré [’activité la plus élevée.

Le test post-hoc de Tukey a révélé de différences non significatives entre les activités de
la CAT enregistrées sous les faibles doses de Cd et de Ni et celles du groupe contrdle.
Cependant, une augmentation significative de cette activité enzymatique a €té révélée dans
les feuilles, les tiges et les racines des plantes exposées aux fortes doses de Cd et aussi de Ni.

Dans les racines, la comparaison entre les résultats sous les hautes doses a montré que
le pic d'activité de la CAT a été atteint sous Ni(1000 ppm) €t Cd (1000 ppm). Aucune différence
significative n'a ét€¢ mise en évidence entre les traitements 100 ppm et 500 ppm de Cd d'une
part, et de Ni d'autre part. Dans les feuilles et les tiges, des niveaux d'activité distincts ont été
observés entre les différentes doses de Cd. Mais les doses croissantes de Ni ne semblent pas
avoir induit de variations significatives de l'activit¢ enzymatique dans ces organes aériens.

Sous les doses mixtes, 1'analyse statistique a révélé une augmentation significative de
I’activité de la CAT par rapport au controle dans l'ensemble des organes étudiés : feuilles (F3 63
=1119,90 ; p =0,000 < 0,05), tiges (F3,63= 348,96 ; p = 0,000 < 0,05), racines (F363 = 508,84 ;
p = 0,000 < 0,05). Comparativement aux expositions individuelles Ni(1000 ppm) €t Cd (1000 ppm),
l'ajout de faibles doses de Cdq100 ppb) €t Ni(120ppb), Semble avoir légerement stimulé 'activité de
la CAT dans les feuilles, les tiges et les racines. En revanche, la mixture Cd (100 ppm)+Ni (100 ppm)
a entrainé une diminution de l'activité enzymatique au niveau foliaire et une augmentation au
niveau racinaire par rapport aux doses individuelles correspondantes Cd (100 ppm) €t Ni(100 ppm).

Dans les tiges, cette dose mixte a induit une activation de la catalase supérieure a celle observée
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appliqué individuellement. L'activité est globalement plus élevée dans les racines que dans
les autres organes. Le ratio feuilles/racines demeure relativement similaire sous les faibles doses
de Cd et de Ni. Cependant, sous les doses élevées, ce ratio augmente sous l'effet du Cd et

diminue sous l'effet du Ni.

Tab. 36 : Activité de la Catalase (CAT) dans les organes des plantes de P. australis exposés a
différentes doses de Cd. Les valeurs représentent les moyennes (+ Sd) de n=10 répétitions.
Les valeurs avec des lettres différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,035,
test de Tukey). Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

CAT activité (uM. min™' mg”' Fw)

Traitement

Feuille Tige Ragcine Feuille/Ragine
Control 0,516+0,05¢ 0,131+0,03¢ 0,809+ 0,09¢ 0,64 + 0,09
10 ppb 0,517+0,08¢ 0,130+0,01% 0,788+0,11¢ 0,66+0,07"¢
30 ppb 0,514+0,05¢ 0,129+0,029 0,859+0,05¢ 0,60+ 0,09 €
100 ppb 0,519+ 0,059 0,144+ 0,019 0,946+0,03°¢ 0,55+0,05°¢
100 ppm 13,63+ 0,36¢ 10,70+ 0,03 21,14+ 0,33® 0,64 +0,02°¢
500 ppm 18,61+ 0,86 10,87+0,04" 21,64+0,34" 0,86+0,03%
1000 ppm 632+1,87* 4145+0,06® 83,49+2,98* 0,76+ 0,04 *"

Tab. 37 : Activité de la Catalase (CAT) dans les organes des plantes de P. australis exposés a
différentes doses de Ni. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de n=10 répétitions.
Les valeurs avec des lettres différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,05,

test de Tukey). Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

CAT activité (uM. min”' mg"' Fw)

Traitement Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine
Control 0,516+ 0,05 0,131+0,03> 0,809+0,09¢ 0,64+ 0,09?
30 ppb 0,526+ 0,09 0,243+0,04> 0,873+£0,10¢ 0,60 +0,112"
60 ppb 0,534+ 0,06 0,248+ 0,03 0,889+0,08¢ 0,61 +0,06%
120 ppb 0,532+ 0,05 0,288+ 0,01® 0,875+0,04¢ 0,61 +0,083"
100 ppm 13,81+ 0,37  15,34+2,5* 30,74+ 340" 0,45+0,06"
500 ppm 14,35+ 1,08*  16,97+3,68* 3437+4,50 0,42+0,04¢
1000 ppm  11,86+3,69% 1579+286* 4508+7,03* 026+0,11¢

Tab. 38 : Activité de la Catalase (CAT) dans les organes des plantes de P. australis exposés a
différentes doses de Cd+Ni. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de n=10 répétitions.
Les valeurs avec des lettres différents d’une colonne sont significativement différentes (p<0,035,
test de Tukey). Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

. e, IS -1
Traitement Cd-Ni CAT activité (uM. min™ mg™—' Fw)

Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine
Control 0,516+ 0,05¢ 0,131+0,03¢ 0,809+ 0,099 0,64 +0,09"
Cd1000ppm) TN1i(120ppb) 69,48+2,06* 42,98+0,86* 88,34+2,80* 0,78 +0,04?
Cd(100 ppm)+ Ni(100ppm) 8,63+0,23" 16,05+3,07" 31,59+4,13¢ 0,27+0,04°¢
Cd (100 ppb)+Ni(1000 ppm) 11,94+ 3,68 16,41 +2,81" 4851+ 524" 024+0,08°¢
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3.5.2 Activité enzymatique de la Guaicol-Peroxydase (GPOx)

Les tableaux (39 ; 40 et 41) présentent les variations de l'activit¢ de la Guaicol-
Peroxydase (GPOx) dans les différents organes des plantes de P. australis exposés a diverses
doses simples et mixtes de Cd et/ou Ni.

L'analyse de variance arévélé un effet hautement significatif des différentes doses de Cd
sur l'activité de la GPOx dans les feuilles (Fs63 = 326,01 ; p =0,000 < 0,05), tiges (Fs,63= 168,66
;p =0,000 < 0,05) et racines (Feez = 127,11 ; p = 0,000 < 0,05). Pareil sous Ni, les différentes
doses ont significativement affecté l'activité¢ de la GPOx : Feuilles (Fs28 = 149,99 ; p = 0,000 <
0,05), tiges (Fe63= 116,37 ; p=10,000 < 0,05), racines (Fes3 = 146,37 ; p = 0,000 < 0,05).

Globalement, l'activitt GPOx s'est avérée dose-dépendante, augmentant avec

l'accroissement des doses de Cd et de Niappliquées. Cependant, une diminution de cette activité
a été constatée sous Ni(1000ppm) dans les feuilles et les tiges apres avoir atteint un maximum sous
Ni(s00 ppm)-
Le test de Tukey n'a pas révélé de différences significatives entre 1’activités de la GPOx
enregistrées sous les faibles doses de Cd et aussi sous celles de Ni, comparativement aux
résultats dans le groupe contrdle. En revanche, pour les fortes doses (100, 500 et 1000 ppm) de
Cd, le pic d'activité GPOx a été observeé sous Cd (1000 ppm). Aucune différence significative n'a
¢été mise en évidence entre les activités sous Cd (500 ppm) €t Cd (100 ppm)-

Concernant les résultats sous Ni, dans les feuilles et les racines l'activité maximale a été
enregistrée sous Nigoo ppm). Cependant, dans les tiges, le pic d'activité a été atteint sous
Ni(1000 ppm)-

Sous les doses mixtes, I'analyse statistique a révélé des différences significatives de
I’activité¢ de la GPOx dans I'ensemble des organes étudiés : feuilles (Fz g3 = 82,33 ; p=0,000 <
0,05), tiges (F3,63=236,95 ; p=0,000 < 0,05), racines (F363 = 89,44 ; p= 0,000 < 0,05).

Comparativement aux expositions individuelles & Ni(i000 ppm) €t Cd (1000 ppm), 1'ajout de
faibles doses de Cd(i00 ppby €t Nii20ppb), semble avoir diminuer l'activité de la GPOx dans
les feuilles, mais l'avoir stimulée dans les racines. Dans les tiges, cette dose mixte a induit
une activité supérieure a celle observée sous Cd (100 ppm) seul, mais inférieure a celle induite par
Ni (100 ppm) appliqué individuellement. En revanche, la dose mixte Cd (100 ppm)*Ni (100 ppm) @
entrainé une légeére diminution de l'activité enzymatique de la GPOx au niveau foliaire et
une augmentation importante au niveau caulinaire et racinaire par rapport au traitement
individuel au Cd (100 ppm). Par contre, l'inverse a été observé comparativement au traitement au
Ni (100 ppm), & savoir une faible augmentation de 1'activité dans les feuilles et une diminution dans

les tiges et les racines. L'activité est globalement plus élevée dans les racines que dans

144



Expérimentations et discussions des résultats

Chapitre III

les feuilles et les tiges. Comme pour l'activité de la CAT, le ratio feuilles/racines de l'activité

GPOx est relativement similaire sous les faibles doses de Cd et de Ni. Cependant, sous les doses
¢levées, ce ratio augmente sous 1'effet du Cd et diminue sous I'effet du Ni.
Tab. 39: Activit¢ de la Guaicol-Peroxydase (GPOx) dans les organes des plantes de

P. australis exposés a différentes doses de Cd. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de
n=10 répétitions. Les valeurs avec des lettres différents d’une colonne sont significativement

différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées recoivent la lettre (a).

GPOx activité (uM. min!' mg™! Fw)

Traitement

Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine
Control 4,201 +0,95¢ 0941+0,04¢ 6,388+026¢ 0,66+ 0,08¢
10 ppb 4,088+ 0,91°¢ 0946+0,03°¢ 6,392+030¢ 0,64 +0,08¢
30 ppb 4429+ 0,98 0923+006° 6,359+0,37¢ 0,70 +0,07"¢
100 ppb  4,564+£092¢  0,950+0,03¢ 6,955+0,04¢ 0,65+0,04°¢
100 ppm  22,92+2,09*  222+0,03> 2493+0,33" 0,92+0,17?
500 ppm  23,38+2,19"  2,63+£0,57" 28,78+4,30" 0,81 +0,09%°
1000 ppm 35,54+ 4,67 497+034* 3994+437* 0,89+0,08

Tab. 40 : Activit¢ de la Guaicol-Peroxydase (GPOx) dans les organes des plantes de P.
australis exposés a différentes doses de Ni. Les valeurs représentent les moyennes (+ Sd) de
n=10 répétitions. Les valeurs avec des lettres différents d’une colonne sont significativement
différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

GPOXx activité (uM. min”! mg™! Fw)

Traitement Feuille Tige Ragcine Feuille/Ragine
Control 4201+ 0,46% 0941+0,04¢ 6,388+026° 0,66+0,08?
30 ppb 4282+0,61% 0945+0,039 6,383+£0,30¢ 0,64 +0,05%
60 ppb 4322+0,22¢  0901+0,059 6,458+042¢ 0,670,072
120 ppb 4604+ 0,32  0,958+0,03¢ 6,737+044¢  0,68+0,04?
100 ppm 2577+2,79°  2,50+0,04¢ 52,07+827" 0,49+0,09"
500 ppm 31,94+ 2,68*  3,59+0,78Y 73,01+10,91* 0,44+0,05°¢
1000 ppm  19,33+423¢ 480+0,33* 71,65+7,83* 0,27+0,07¢

Tab. 41 : Activité de la Guaicol-Peroxydase (GPOx) dans les organes des plantes de P.
australis exposés a différentes doses de Cd+Ni. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd)
de n=10 répétitions. Les valeurs avec des lettres différents d’'une colonne sont significativement
differentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées regoivent la lettre (a).

GPOx activité (uM. min!' mg™! Fw)

Traitement Cd+Ni

Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine
Control 4201+ 0,04¢ 0941+0,04¢ 6,388+0,269 0,66+0,082
Cd1000ppm) TN1i(120ppb) 28,56+ 0,36 526+0,36* 4229+4,62¢ 0,67+0,082
Cd(100 ppm)+ Ni(100ppm) 19,75+ 0,27% 4,07+0,27> 65,64+ 7,18> 0,30+0,03"
Cd 100 ppb)+N1(1000 ppm) 18,91+ 0,30" 439+0,30" 84,64+ 13,452 0,22+0,05"
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3.5.3 Activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST)

Les tableaux (42 ; 43 et 44) présentent les variations de l'activité de la glutathion-S-
transférase (GST) dans les différents organes des plantes de P. australis exposés a diverses
doses simples et mixtes de Cd et/ou Ni.

L'analyse de variance arévélé des différences significatives entre les résultats de l'activité
de la GST sous les différentes doses de Cd dans les trois organes des plantes : feuille (Feg3 =
207,59 ; p= 0,000 <0,05), tige (Fs,63=203,64 ; p= 0,000 < 0,05) et racine (Fs63=342,08 ; p=
0,000 < 0,05). Pareil sous Ni, les différentes doses ont significativement affecté 1'activité¢ de la
GST dans les feuille (Feg3 =206,20 ; p= 0,000 < 0,05), tige (Fs63=203,76 ; p= 0,000 < 0,05),
racine (Fe 63 = 341,69 ; p=0,000 < 0,05).

L'activité de GST s'est avérée dose-dépendante, globalement sous toutes les doses elle
augmentant avec l'accroissement des doses de Cd et de Ni appliquées, et ce, dans les trois
organes (feuilles, tiges et racines). Comme pour la CAT et la GPOx, le test de Tukey n'a pas
révélé de différences significatives entre l'activité de la GST enregistrée sous les faibles doses
de Cd et celle enregistrée dans le groupe contrdle. Des résultats similaires ont également été
constatés sous les faibles doses de Ni.

Sous les fortes doses (100, 500 et 1000 ppm) de Cd et de Ni, et dans les trois organes des
plantes, l'activit¢ maximale de la GST a été enregistrée sous la dose de 1000 ppm. Ensuite, elle
a diminué de manicre significative sous les doses de 500 et 100 ppm.

Concernant les résultats sous les doses mixtes, 1'analyse statistique a révélé aussi des
différences significatives entre les valeurs de ’activité de la GST dans : feuilles (F3 63 = 101,43
; p=0,000 <0,05), tiges (F363=118,64 ; p= 0,000 < 0,05), racines (F3 63 = 1082,25 ; p = 0,000
<0,05). Comparativement aux résultats sous l'exposition individuelle au Cd (1000 ppm), 1'ajout de
faibles doses de Ni(20ppb) sSemble avoir affecté positivement 1'activité de la GST dans les trois
organes, particulicrement dans les racines. La comparaison entre les effets de la dose mixte
Cd100 ppb) T Ni(1000 ppm) €t ceux de la dose simple Ni(1000 ppm) @ ré€veElE que 1'ajout de la faible dose
de Cdi00 ppby dans I'eau n'a pas modifié¢ 1'activité de la GST. Les résultats observés étaient tres
similaires a ceux obtenus sous la dose simple dans les trois organes de la plante.

Sous la dose mixte Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm), NOS résultats ont montré que l'activit¢ de  la
GST était tres proche de celle observée sous la dose individuelle Ni100 ppm), mais supérieure a
celle enregistré sous Cd (100 ppm), €t ce, dans les feuilles, les tiges et les racines des plantes de P.

australis.
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Tab. 42 : Activité la glutathion-S-transférase (GST) dans les organes des plantes de P. australis
exposés a différentes doses de Cd. Les valeurs représentent les moyennes (£ Sd) de n=5
répétitions. Les valeurs avec des lettres différents d’'une colonne sont significativement
différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées recoivent la lettre (a).

Expérimentations et discussions des résultats

GST activité (uM. min"' mg™! Fw)

Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine %
Control 0,234+ 0,01 0,046+ 0,004 0,766+0,049 0,31+0,01*
10 ppb 0,229+ 0,01¢ 0,045+ 0,003¢ 0,766+0,089 030=+0,022
30 ppb 0,23+0,039 0,046+ 0,006 0,782+0,14¢ 0,29+0,03?
100 ppb 0,241+ 0,039 0,048 +0,0069 0,80+0,12¢ 0,30+0,22
100 ppm 423 +0,63°¢ 0,99+0,14¢ 20,17+2,98¢ 0,21+0,06"
500 ppm 10,99+ 1,23  2,18+0,25> 55,75+732% 020+0,01"
1000 ppm 13,60+ 1,91*  339+047* 6793+4,84* 0,20+0,02°"

Tab. 43 : Activité la glutathion-S-transférase (GST) dans les organes des plantes de P. australis
exposés a différentes doses de Ni. Les valeurs représentent les moyennes (+ Sd) de n=5
répétitions. Les valeurs avec des lettres différents d’une colonne sont significativement
differentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées recoivent la lettre (a).

GST activité (uM. min"' mg™! Fw)

Traitement

Feuille Tige Ragine Feuille/Ragine %
Control 0,234+ 0,02 0,046+ 0,004¢ 0,766+ 0,049  0,31+0,01%
30 ppb 0,233+ 0,01 0,046+ 0,003¢ 0,774+0,039 0,30+ 0,022
60 ppb 0,249+ 0,039 0,050+ 0,007 0,771+ 0,09 ¢ 0,32 +0,052
120 ppb 0,258+ 0,03 0,051 +0,0069 0,775+ 0,08 ¢ 0,33+0,052
100 ppm 9,48 +£1,37°¢ 235+0,33¢ 38,50+ 5,68¢  0,25+0,03%
500 ppm 23,76+ 283"  463+0,53P 118,39+15,55> 0,20+0,02°¢
1000 ppm  28.47+3,96* 6,83+096* 136,86+9.76  0,21+0,02¢

Tab. 44 : Activité¢ de la glutathion-S-transférase (GST) dans les organes des plantes de P.
australis exposés a différentes doses de Cd+Ni. Les valeurs représentent les moyennes (+ Sd)
de n=5 répétitions. Les valeurs avec des lettres différents d 'une colonne sont significativement
différentes (p<0,05, test de Tukey). Les valeurs les plus élevées recoivent la lettre (a).

T activité¢ (WM. min” mg' F
Traitement Cd+Ni GSTactivite (uM. min_mg_ Fw)

Leaf Stem Root Leaf/ Root %

Control 0,234+ 0,004 ¢ 0,046+ 0,0049 0,766+ 0,049 0,310,012
Cd1000ppm) +Ni(i20ppby 15,57 £ 0,60 4,778+ 0,60° 77,80+5,01" 0,20=0,03°
Cd100 ppm)+Ni(100ppm) 9,0+£0,34°¢ 238+0,34¢  44,85+296°¢ 0,20+0,04"°
Cd100 ppb)-Nigoooppm) 28,72+ 0,84* 6,77 +0,89* 136,714,911 021+0,02°
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3.5.4 Rapport d'activité de feuille/racine sous 1'effet du Cd

Le rapport dactivit¢ de la CAT feuille/racine sous l'effet du Cd était similaire entre
le groupe témoin et les groupes exposés aux faibles doses (10 ; 30 et 100 ppb), ainsi que sous
la dose ¢élevée de Cd(100 ppm). Ce ratio oscillait entre 0,55 et 0,64, tres proche de celui du groupe
témoin qui était de 0,64. Cependant, une augmentation considérable du ratio a été observée sous
les doses de 500 et 1000 ppm, atteignant respectivement 0,86 et 0,76.

Aussi, sous les doses de Ni, le ratio de 'activité dela CAT feuille/racine était trés similaire
a celui enregistré dans le groupe témoin et sous l'effet des faibles doses, oscillant entre 0,60 et
0,61. Cependant, lors de l'exposition aux fortes doses de Ni, contrairement a ce qui a été observé
sous les hautes doses de Cd, une diminution considérable de ce ratio a été constatée, atteignant
0,26 sous la dose de Ni (1000 ppm)-

Sous les doses mixtes le ratio de la CAT feuille/racine était similaire sous la dose
Cd (1000 ppm) + Ni(120 ppb) €t 1la dose simple Cd (1000 ppm), ainsi qu'entre Cd (100 ppby + Ni(1000 ppm) €t
Ni(i000 ppm). En revanche, la dose mixte de Nigoo ppm) + Cd (100 ppm) @ entrainé une baisse
considérable de ce ratio, l'abaissant a 0,27 comparativement a 0,45 sous Ni(100 ppm) €t 0,64 sous
Cd (100 ppm).

Concernant les résultats de la GPOx, le ratio d'activité de la GPOx feuille/racine sous
l'effet du Cd oscillait entre 0,64 et 0,70 dans les groupes exposés aux faibles doses (10, 30 et
100 ppb) tres proche de celui du groupe témoin qui était de 0,66. Sous la dose de Cd 100 ppm),
une augmentation considérable du ratio a été observée, atteignant 0,92. Cette hausse s'est
poursuivie sous les doses de Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm), avec des valeurs respectives de 0,81 et
0,89.

Sous les faibles doses de Ni, le ratio d'activité¢ de la GPOx feuille/racine était comparable
a celui du groupe témoin, variant entre 0,64 et 0,68. Cependant, lors de 1'exposition aux fortes
doses de Ni, contrairement au cas du Cd, une baisse marquée de ce ratio a été notée, atteignant
0,27 sous la dose de Ni (1000 ppm). Comparativement aux doses individuelles, toutes les doses
mixtes ont entrainé une diminution du ratio de l'activité enzymatique de la GPOx feuille/racine.
La dose mixte de Cdy100 ppm) + N1 (100 ppm) @ €engendré une baisse importante de ce ratio, 'abaissant
a 0,30 comparé a 0,49 pour la dose de Ni(100 ppm) €t 0,92 pour la dose de Cd (100 ppm). Aussi,
une diminution considérable a été enregistrée sous la dose Cd (1000 ppm) + Ni(120 ppb) par rapport a

ladose de Cd (1000 ppm), avec un ratio de 0,67 contre 0,89 respectivement.
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Le rapport d'activité de la GST feuille/racine sous I'effet du Cd seul était similaire entre
le groupe témoin et les groupes exposés aux faibles doses (10, 30 et 100 ppb). Le ratio oscillait
entre 0,29 et 0,30 ; trés proche de celui du groupe témoin qui était de 0,31.

Sous les doses élevées de 100 ; 500 et 1000 ppm de Cd, une diminution importante du
ratio a €té observée, atteignant respectivement 0,20 et 0,2 1.

Sous les doses de Ni, le ratio d'activité de la GST feuille/racine était aussi comparable a
celui du groupe témoin. Il variait entre 0,30 et 0,33. Cependant, lors de 1'exposition aux fortes
doses de Ni, une baisse de ce ratio a été constatée, avec 0,25 sous Ni (100 ppm), 0,20 sous
Ni (500 ppm) €t 0,21 sous Ni (1000 ppm)-

Concernant les résultats sous les doses mixtes, le ratio était similaire sous
Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb) €t Cd (1000 ppm) seul, avec 0,20. De méme, des valeurs proches ont été
enregistrées entre Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm) €t Cd (100 ppm) seul, soit 0,20 et 0,21. En revanche,
une légere diminution a été observée sous la doses mixte Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm) par rapport a

Ni (1000 ppm) seul, avec 0,20 contre 0,21.
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3.6 Corrélation entre les différentes réponses métaboliques et enzymatiques
3.6.1 Corrélation entre les différentes réponses des plantes témoins

La Matrice de corrélation montre de tres fortes corrélations positives entre les teneurs en
protéines dans les trois organes des plantes, de méme qu'entre les teneurs en lipides, et
¢galement entre les teneurs en lipides et en protéines (Fig. 30). Les coefficients de corrélation
entre les paires de variables Prot F/Prot T, Prot F/Prot R et Prot T/Prot R étaient de r = 0,99,
tout comme ceux entre Lip F/Lip T, Lip F/Lip R et Lip T/Lip R (r =0,98-0,99) (Annexe 2 ; Fig.
01). En ce qui concerne la corrélation entre les paires de l'activité du systéme antiox ydant entre
eux et avec les variables métaboliques, une forte corrélation de r =0,99 a seulement ét¢ observée
entre GSTF /GST T et GST F/ GST R Quant a la corrélation entre GST T/ GST R, p = 0,054
(annexe). Ces résultats suggerent que ces réponses métaboliques et enzymatiques varient de

maniére similaire chez les plantes témoins.
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Fig. 30 : Matrice de corré¢lation de Spearman entre les parameétres métaboliques et enzymatiques
mesurés dans les différents organes des plantes du groupe controle. Chl (Chlorophylle),
Prot (Protéine), Lip (Lipide), CAT (la Catalase), GPOx(la Guaicol-Peroxydase) et GST (la
glutathion-S-transférase). F : feuille, T : tige, R : racine. Les cases marquées d'une étoile (*)
indiquent des corrélations statistiquement significatives au seuil de p=0,05. Les corrélations
positives sont affichées en rouge et les corrélations négatives en bleu. L'intensité de la couleur
et la taille des ellipses sont proportionnelles aux coefficients de corrélation.
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3.6.2 Corrélation entre les différentes réponses des plantes exposées au Cd

Sousla faible dose de Cd (10 ppb) (Fig. 31) et comparativement au corrélogramme enregistré
chez le groupe contrdle (Fig. 28), une inversion de la corrélation de positive a négative, bien
que non significative (P>0,05), a été observée entre les paires suivantes : Chl avec Prot F, Prot
T et Prot R. De plus, entre la variable Chl et la quasi-totalit¢ des enzymes du systéme
antioxydant mesurées, la corrélation est passée de négative a positive. Le fait le plus
remarquable est que la corrélation positive entre la teneur en protéines et en lipides est devenue
non significative, particuliérement entre les paires Prot T/Lip F, Lip T et Lip R, ainsi qu'entre
Prot R/Lip F, Lip T et Lip R. L'apparition d'une corrélation négativement significative a été
observée aussi entre les protéines et les enzymes du system antioxydantes, comme entre
les paires Prot F/Cat R et Prot T avec Cat F et Cat T, de méme que pour les lipides entre
les paires : Lip F/CatR et Lip T et Lip R avec Cat R (Annexe.2 ; Fig. 2).

Les résultats sous Cd a 30 ppb, représentés par le corrélogramme (Fig. 32), montrent une
corrélation similaire a celle enregistrée sous Cd a 10 ppb. Cependant, la corrélation entre
les variables protéines et lipides devient non significative. Le corrélogramme révele également
l'apparition d'une corrélation négative entre les protéines et la variable GPOX, particuliérement
entre les paires Prot F/GPOx F (r = 0,91), Prot T/GPOx R (r = -0,90) et Prot R‘GPOx T
(r=0,91) (Annexe 2 ; Fig. 3).

Sous Cd a 100 ppb (Fig. 33), le corrélogramme montre des résultats similaires a ceux sous
Cd a 10 et 30 ppb, sauf que les variables protéines et lipides sont davantage corrélées
négativement que positivement avec la variable GPOx. Cependant, la corrélation négative est
significative uniquement entre les paires Prot F/GPOx F (r = -0,88), Prot T/GPOx F (r=-0,60),
Prot R/GPOx F (r =-0,24) et ¢galement pour la paire Lip T/GPOxF (r =-0,90). Nous constatons
¢galement une forte corrélation positive entre les enzymes Cat R/GST (r = 0,87) et

Cat R/GST R (r=0,90) (Annexe 2 ; Fig. 4).

Les résultats sous la forte dose de Cd a 100 ppm (Fig. 34) montrent que la chlorophylle
(Chl) semble avoir une corrélation positive mais non significative avec la teneur en protéine et
en lipide dans les feuilles, tiges et racines, similaire a ce qui a été enregistré dans le groupe
controle mais différent sous les faibles doses de Cd (10 ; 30 et 100 ppb). Contrairement aux
résultats de la corrélation sous les faibles doses de Cd, les activités de la GPOx et de la GST
dans les trois organes présentent des corrélations négatives avec les variables protéines et

lipides. Cependant, cette corrélation n'est significative qu'avec GPOx T, entre les paires
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Prot F/GPOx T (r = -0,92), Prot T/GPOx T (r = -0,92), Prot R/GPOx T (r = -0,92), ainsi que
pour les paires Lip F/GPOx T (r = -0,89) et Lip T/GPOx (Annexe 2 ; Fig. 5). Nous constatons
¢galement une forte corrélation négative entre Chl/GST F (r=-0,87) et Ch/GST R (r = -0,94),
ce qui n'a pas été observé sous les faibles doses de Cd (10;30 et 100ppb) et dans le groupe
controle (Annexe 2 ; Fig. 5).

Sous Cd a 500 ppm (Fig. 35), le corrélogramme montre des résultats similaires a ceux
sous Cd a 100 ppm, mais seulement pour ce qui est de la relation entre protéines et lipides.
Cependant, des différences ont été observées concernant la corrélation entre les paires
protéines/GPOx et lipides/GPOx. La corrélation est presque nulle entre les paires
Prot F/GPOx T (r =0,01), Prot T/GPOx T (r=0,01), Prot R‘GPOx T (r= 0,01), ainsi que pour
les paires Lip F/GPOx T (r=-0,07), Lip T/GPOx T (r =-0,1) et Lip R/GPOx T (r =-0,08). Une
autre différence notable est 1'apparition d'une forte corrélation négative entre GPOx F et GST

F, GST T, et GST R (Annexe 2 ; Fig. 6).

Les résultats obtenus sous la forte dose de Cdooo ppm) (Fig. 36) indiquent que
lachlorophylle (Chl) semble présenter une corrélation négative, bien que non significative, avec
les teneurs en protéines, en lipides et I’activité de CAT. Cette corrélation est similaire a celle
observée sous la dose de 500 ppm et différe de celle constatée dans le groupe contrdle.

Une corrélation positive significative a été observée entre Prot F/Prot T, Prot F/Prot R et
Prot T/Prot R ainsi qu'entre les paires Lip F/Lip T, Lip F/Lip R et Lip T/Lip R. Contrairement
a la corrélation nulle observée entre les paires Prot/GPOx et Lip/GPOx sous Cd (500 ppm)s
une corrélation négative significative (r =-0,98 a -0,99) a ét¢ constatée entre ces mémes paires,
similaire a la relation observée sous la dose Cd(100 ppm) (Annexe 2 ; Fig. 7).

De fagon contrastante avec les résultats obtenus sous toutes les autres doses de Cd, la corrélation
entre les paires Cat F/GST F et Cat F/GST T été positivement significative (r = 0,89) (Annexe
2 ; Fig. 7).
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3.6.3 Corrélation entre les différentes réponses des plantes exposées au Ni

Lesrésultats obtenus sous l'exposition au Ni 3o ppb) (Fig. 37) indiquent que la chlorophylle
(Chl) semble présenter une corrélation positive, bien que non significative, avec les teneurs en
protéines et en lipides, a l'instar des observations effectuées dans le corrélogramme du groupe
controle. En contraste avec les résultats obtenus dans le groupe contrdle, une corrélation
positive significative a ét¢ observée entre les paires ChI/GPOx T, Prot T/GPOx R et
Prot R/GST F sous l'exposition au Ni 3o ppb) (Annexe 2 ; Fig. 8).
Contrairement aux résultats obtenus dans le groupe contréle ou une corrélation positive
significative a été observée entre toutes les paires protéines/lipides dans les trois organes, sous
l'exposition au Ni 30 ppb), une corrélation positive non significative a été constatée entre les
paires : Prot F/Prot T et Prot R, ainsi qu'entre les paires Prot F/Lip F, Prot F/Lip R,
Lip F/Lip T, Lip F/Lip R et Lip T/Lip R.

Sous la dose Ni (6o ppb) (Fig. 38), le corrélogramme montre que la Chl a une corrélation
positive significative avec Prot F, Prot T et Prot R (r= 0,96-0.99) (Annexe 2 ; Fig. 9); différent
de celui observé dans le groupe contrdle et sous la dose Ni 3o ppb). Pour ce qui est de
la corrélation entre Prot/Lip, les résultats ont été similaires a ceux dans le groupe contrdle, a
savoir une corrélation positive significative. Des différences ont ét€¢ observées par rapport au
groupe contrdle et sous la dose Ni 30 ppb) OU la corrélation était significativement positive entre
les paires : Prot T/GPOx F (r = 0,89) et Lip (F, T et R)/GPOx F(r = 0,89). Aussi entre
Prot (F et R)/GST R(r = 0,89) et Lip (F, T et R)/GST R(r = 0,99), ainsi qu'entre
GPOx F/GPOx R(r = 0,86) (Annexe 2 ; Fig. 9).

Les résultats obtenus sous I'exposition au Ni (120 ppv) (Fig. 39) indiquent que la corrélation
entre les paires est majoritairement négative et non significative (faible a trés faible) (Annexe
2 ; Fig. 10). Cependant, la corrélation a été significativement positive entre les paires : Prot
F/Prot T ; Prot R/Prot T ; Lip F/Lip T. Aussi entre les paires : Lip R/Cat R, Lip R/GPOx R,
Cat F/GST R, Cat R/GPOx R et GPOx F/GPOx T. La corrélation a été significativement
négative seulement entre trois paires : Prot R/GPOx T (r = -0,94), Lip F/Cat T (r = -0,84) et
Lip R/GST R (r=-0,90) (Annexe 2 ; Fig. 10).

Sous la dose ¢élevée de Ni a 100 ppm (Fig. 40), les résultats montrent globalement que
la corrélation entre les paires est différente de celle enregistrée sous les faibles doses de Ni et
dans le groupe contrdle. La Chl semble présenter une corrélation plus négative que positive

avec les autres variables, bien que non significative a p=0,05, comme entre
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Chl/Prot R (r =-0,72), Chl/CAT T (r = -0,51) et Ch/GPOx (r = -0,81) (Annexe 2 ; Fig. 11).
Méme tendance entre les paires Prot/Prot, Prot/Lip et Lip/Lip, sauf entre Prot F/Prot T,
Prot R/Lip T et Lip F/Lip R ou la corrélation était significativement positive.

D'autres corrélations positives ont été observées entre Lip (F, R)/CAT F, ainsi qu'entre Lip
(F, R)/GST R et GST F/GST T. La seule corrélation négative significative a été entre Prot (F et
T)/GPOx T (r=-0,93) (Annexe 2 ; Fig. 11).

Sous Ni a 500 ppm (Fig. 41), le corrélogramme montre des résul tats différents de ceux sous
Ni a 100 ppm. La corrélation entre Chl/Prot et Chl/Lip a été trés faible (r=0,39 4 0,44) (Annexe
2 ; Fig. 12). A l'inverse des résultats sous toutes les autres doses de Ni oul la corrélation a été
tres faible ou faiblement positive, une corrélation négativement significative a €té observée
entre Chl/GST F, GST T et GST R. Une corrélation positivement significative a également été
observée entre Chl/GPOx F, ainsi qu’entre les paires enzymatiques : GPOx F/GST F, GST T et
GST R. Aussi, une corrélation positivement significative a ét¢ observée entre Lip (F, T et
R)/CAT T (r = 0,94). Le plus marquant est également la corrélation positivement significative
entre toutes les variables Prot/Prot, Prot/Lip et Lip/Lip, comme ce qui a été enregistré dans

le groupe control.

Les résultats obtenus sous la forte dose de N1 (1000 ppm) (Fig. 42) indiquent que la corrélation
était tres faible entre plusieurs paires de variables, particulierement entre les paires Prot/Cat,
GSTet Lip/Cat et GST (Annexe 2 ; Fig. 13). Similaire aux résultats sous Ni (500 ppm), IN1 (60 ppb)
et dans le groupe controle, la corrélation a été positivement significative entre toutes
les variables Prot/Prot, Prot/Lip et Lip/Lip. Egalement, une corrélation positive a été observée
entre GST F/GST T. Contrairement aux résultats sous les autres doses de Ni, sous Ni (1000 ppm),
nous avons observé une relation négativement significative entre les variables Prot (F, T etR),
Lip (F, TetR)avec GPOx T (r=-0,98 et -1) (Annexe 2 ; Fig. 13). Ces résultats sont similaires

a ceux enregistrés sous Cd (1000 ppm)-
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3.6.4 Corrélation entre les réponses des plantes exposées aux doses mixtes

Les résultats obtenus sous 1'exposition a la dose mixte Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb) (Fig. 43)
indiquent que la Chl semble présenter une corrélation positive, bien que non significative, avec
les teneurs en Prot et en Lip, différente des résultats sous Cd (1000 ppm) (corrélation négative non
significative), mais similaire a celles enregistrées dans le groupe controle. En contraste avec
les résultats obtenus sous Cd (1000 ppm), Une corrélation positive significative a été observée
seulement entre les paires Prot/Prot, et non entre les paires Prot/Lip.

Une autre différence est la présence d'une corrélation négative significative entre Lip T/Cat T
(r=-0,97) (Annexe?2 ; Fig. 14). Aussi, aucune corrélation significative négative n'a été observée
entre les paires Prot (F, T, R)/GPOx T et Lip (F, T, R)/GPOx T. Comparativement aux résultats
sous la dose simple Cd (1000 ppm), le corrélogramme a montré également qu'aucune
corrélation positive significative n'a été relevée entre les paires Cat F/GST (F, T). La seule

similitude est la trés faible corrélation entre Prot/GST, Lip/GST, Cat/GPOx et GPOx/GST.

Sous la dose mixte de Cd (100 ppm)+ N1 (100 ppm) (Fig. 44), les résultats montrent globalement
que la corrélation entre les paires est différente de celle enregistrée sous les doses simples
Cd (100 ppm) 0 Ni (100 ppm)

La Chl semble présenter une corrélation positive significative seulement avec la variable Cat T
(r =0,93) (Annexe 2 ; Fig. 15). Différemment de sous Cd (100 ppm) OU une forte corrélation
négative a €té constatée entre Chl/GST F et Chl/GST R, et différemment aussi de sous
Ni (100 ppm) OU aucune corrélation significative n'a été observée.

La tendance de corrélation (positivement corrélée) entre les paires Prot/Prot, Prot/Lip et Lip/Lip
¢tait plus similaire a celle sous Cd (100 ppm) que sous Ni (100 ppm) OU la relation était plus négative
(non significative). Sous la dose mixte, la corrélation était non significative entre les paires
Prot/Cat et Lip/Cat, similaire a sous Cd (100 ppm) €t Ni (100 ppm), Sauf qu'une corrélation positive a
¢été observée entre les Lip (F, R)/CAT F sous Ni (100 ppm)-

La corrélation Prot/GPOx et Lip/GPOx était non significative sous la dose mixte, mais
négativement significative sous les doses simples Cd (100 ppm) €t Ni (100 ppm), particulierement
entre les paires Prot (F, T, R)/GPOx T et Lip (F, T)/GPOx T sous Cdoo ppm) €t
Prot (F et T)/GPOx T sous Ni (100 ppm)-

En comparant les résultats entre les paires enzymatiques CAT/GPOx, CAT/GST et GPOx/GST
sous Cd (100 ppmy> N1 (100 ppm) €t Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) dans les trois organes de la plante,
le corrélogramme a montré qu'il y a plus de corrélations significatives entre ces variables

enzymatiques sous la dose mixte que sous les doses simples. Avec une corrélation positive entre
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Cat F/GPOx F (r = 1), une corrélation positive entre GST F/GST T (r = 0,95), ainsi qu'une
corrélation négative entre Cat R/GST F (r = -0,90) (Annexe 2 ; Fig. 15).

Les résultats obtenus sous la dose mixte Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm) (Fig. 45) révelent
une corrélation plus positive entre les paires Chl/Prot et Chl/Lip que sous la dose simple de
Ni a 1000 ppm (Fig. 40). Cependant, cette corrélation n'est significative qu'entre la paire
Chl/GPOx T (r = 0,89) (Annexe 2 ; Fig. 16), contrairement a Ni 1000, ou aucune corrélation
significative n'a €t¢ observée. Une autre différence est que la corrélation entre les variables
Prot/Lip était non significative, alors qu'une corrélation positive significative a été notée entre
toutes les paires Prot/Prot, Prot/Lip et Lip/Lip sous la dose simple. Aussi, aucune corrélation
significative n'a été relevée entre Lip (F, T et R)/GPOx T, contrairement sous la dose simple.
Une autre distinction est la présence d'une corrélation négative entre Cat T/GPOx F et d'une
corrélation positive entre Cat R/GST R, non observées sous Ni 1000. Enfin, une corrélation
négative mais non significative a été observée entre les paires Lip (F, T et R)/GST F et GST T,

alors qu'elle était presque nulle sous la dose simple (Annexe 2 ; Fig. 16).
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Fig. 43 : Matrice de corrélation de Spearman entre les parameétres métaboliques et
enzymatiques mesurés dans les différents organes des plantes du groupe exposé a
Cd(1000 ppm) + Ni(120ppb).
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4 Discussion

La discussion sera composée de trois parties : une premiere partie concernant les effets
du cadmium et du nickel sur les parameétres métaboliques (teneur en chlorophylle, lipides et
protéines) ; une deuxiéme ou on évaluera la réponse du systéme antioxydant (CAT, GPOX et
GST) dans les différentes parties de la plante ; et enfin une derniére partie ou l'on discutera de
la corrélation entre les parametres métaboliques et la réponse du systeme de défense

antioxydant enzymatique.
4.1 Teneur en chlorophylle et réponse métabolique

La teneur en chlorophylles est souvent utilisée pour évaluer les impacts du stress causé
par les ETMs. Nos résultats ont montré que sous de fortes doses de Cd (100, 500 et 1000 ppm),
les valeurs moyennes de la teneur en chlorophylle totale diminuaient de maniére significative a
mesure que la dose augmentait. Une tendance similaire a été enregistrée sous les fortes doses
de Ni, mais la diminution était moins importante que celle observée sous Cd.

De nombreuses études ont démontré que le Cd réduit de maniére significative la teneur
en chlorophylle dans les feuilles de P. australis. Pietrini et al. (2003), en présence de S0uM de
Cd ont observé une réduction de 30 % des niveaux de chlorophylle, entrainant une diminution
importante de la photosynthese. Les travaux de Ederli et al. (2004) et Ait Ali et al. (2004) ont
tous deux noté une diminution de la teneur en chlorophylle dans les feuilles de P. australis sous
l'effet du Cd. Des résultats similaires ont ¢été observés par Khalilzadeh ef al. (2022) chez
P. australis qui a poussé dans des eaux usées contenant de la Ni. Il a été démontré aussi que
le stress 1i¢ au Ni a un impact négatif sur la teneur en chlorophylle de diverses espéces ;
Egeria densa (Harguinteguy et al.,2015) et Alisma plantago-aquatica L. (Lapirov et al., 2017).

La diminution de la teneur en chlorophylle chez les plantes de P. australis soumises au
Cd et au Ni peut étre attribuée au stress oxydatif induit par Cd et Ni. Ces ETMs peuvent
s'accumuler dans les feuilles et provoquer un stress oxydatif en stimulant la production
excessive dERO. Les ERO sont trés réactives et peuvent dégrader directement la chlorophylle
ou perturber sa biosynthése en inhibant certaines enzymes impliquées dans ce processus.

Selon Kiipper et al. (2002), les ETMs tels que le Cd, Cu, Zn et le Pb peuvent inhiber
labiosynthése de la chlorophylle et dégrader I'appareil photosynthétique. Ces effets dépendent
de la concentration, du temps d'exposition et dutype d’ETM (Ouyang et al., 2012). L'inhibition
de la biosynthese de la chlorophylle par les ETMs est due a leur interaction avec les enzymes
impliquées dans le processus, ainsi qu'a leur capacité a activer les dommages oxydatifs et a

modifier les propriétés de la membrane cellulaire (Shakya ef al., 2008).
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Selon Qian et al. (2009), le Cd induit un effet diminutif sur les teneurs en chlorophylle et
en caroténoides, ce qui pourrait s'expliquer par l'effet inhibiteur du Cd sur les enzymes
impliquées dans la biosynthése des pigments. Le Cd est susceptible d'inhiber l'activité
enzymatique impliquée dans la biosynthése de la chlorophylle, notamment celle de
la protochlorophyllide réductase et de la chlorophylle synthase. Cette perturbation de la voie
biosynthétique engendre une diminution de la production de la chlorophylle (Hayat et al.,
2021). D'aprés Mysliwa-Kurdziel and Strzatka (2002), le Cd interfére avec la biosynthése de
la chlorophylle en deux étapes distinctes. Premiérement, il inhibe la production d'acide amino-
lévulinique, qui est un précurseur essentiel. Deuxiémement, il réduit la conversion du
protochlorophyllide en chlorophyllide, qui est une étape tardive dans la voie de biosynthése de
la chlorophylle. A certaines doses, le Cd peut altérer la structure et le fonctionnement
chloroplastique chez plusieurs espéces végétales. Son action peut compromettre I'intégrité des
membranes thylakoidiennes et interférer avec le transport des é€lectrons photosynthétiques.
Cette perturbation engendre une diminution de 1'efficacité photosynthétique et, par consé quent,
une baisse des teneurs en chlorophylle (Bashir et al., 2015; Kiipper et al., 2007; Zhang et al.,
2020). Selon Haider et al. (2021), le Cd peut interférer avec l'absorption et la répartition de
nutriments minéraux essentiels, tels que le fer, le magnésium et 1'azote, nécessaires a la synthese

et au fonctionnement optimal des molécules chlorophylliennes.

Contrairement au Cd, le Ni est connu comme micronutriment végétal et sert de composant a
de nombreuses enzymes importantes. Cependant, il peut étre extrémement toxique pour
les plantes lorsqu'il est présent en concentration excessive (N. Atta et al., 2024). Sous des doses
¢leves, le Ni est associ¢ a l'inhibition de la photosynthése par diverses voies directes et
indirectes : une désorganisation structurelle des chloroplastes, un blocage de la biosynthese
chlorophyllienne, une perturbation du transport des électrons, une inhibition des activités
enzymatiques du cycle de Calvin ainsi qu'une carence en CO; induite par la fermeture
stomatique (Molas, 1997; Sachan et Lal, 2017; Sreekanth et al., 2013). Le Ni induit
une diminution de la taille et du nombre de chloroplastes, ainsi quune réduction de ceux des
grana et des thylakoides. Il affecte également négativement le complexe antennaire collecteur
de lumiere Il (LHCII : light-harvesting complex II) (Chen et al., 2009; Molas, 1997). Chez
Brassica oleracea, Molas (1997) a observé une altération de la composition lipidique
membranaire en présence de NiSOs (850-1700 ppm), ces modifications sont induites par

une peroxydation des lipides membranaires.
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Le Cd et le Ni a fortes doses réduisent la teneur en chlorophylle des plantes. Cependant,
le Cd semble avoir un effet particuliecrement plus néfaste sur les processus photosynthétiques
comparé au Ni. Sous les traitements Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm), la teneur en chlorophylle totale
a chuté de plus de 75 % par rapport au témoin (14,74 pg/ml). Sous les fortes doses de
Ni, la diminution était moins importante que celle observée sous Cd, ou elle atteignait 66 %
sous Ni (1000 ppm) €t 59 % sous Ni (s00 ppm). Cette différence d'effet s'explique par le fait que
le Ni est un micronutriment essentiel aux plantes, qui disposent de systémes permettant de
réguler son absorption, son transport, sa compartimentation et son homéostasie intracellulaire.
En revanche, pour le Cd non essentiel, son accumulation et son mouvement dans les plantes se
fait probablement d'une maniére moins controlée, causant une toxicité supérieure.

Selon le travaux de Kiipper et al. (1998) et Boddi et al. (1995), le Cd pourrait remplacer le Mg?*
dans les molécules de la chlorophylle et exercer une action directe sur les enzymes impliquées
dans la biosynthése chlorophyllienne.

Contrairement au Cd, le Ni est présent naturellement dans les tissus végétaux a des
concentrations allant de 0,05 a 10 ppm de matiére séche, selon les plantes (Adriano, 2001;
Hassan et al., 2019; Nieminen et al., 2007). Il est un constituant important de certaines
métalloenzymes (un cofacteur enzymatique) dont les uréases, les glyoxalases (famille I),
les peptides déformylases, méthyl Co-M réductases, hydrogénases et quelques superoxydes
dismutases (Nimra Atta et al., 2024).

Les mécanismes de régulation de l'homéostasie du Ni chez P. australis lui conférent
probablement une meilleure tolérance a cet élément par rapport Cd, pour lequel ces systémes
de controle sont moins efficaces. Cette tolérance au Ni est confirmée par le fait que la teneur en
chlorophylle sous Ni (1000 ppm) (4,99 pg.ml™?) était supérieure a celle sous la dose Cd (1000 ppm)
(3,31 pg.ml '), malgré I'accumulation de 23,92 ppm de Ni et seulement 10,57 ppm de Cd dans
les feuilles (Tab. 29).

Sous les faibles doses de Cd [Cdoppy) ; Cd@oppby €t Cdgioopph)], aucune différence
significative n'a été observée par rapport au groupe témoin. En revanche, les faibles doses de
Ni [Nigoppb) ; Nigoppb) ; Ni(20ppby ont entrainé une légére augmentation de la teneur en
chlorophylle totale. Ces résultats sont parfaitement en accord avec le role du Ni dans les
végétaux. Depuis 2004, I’ Association américaine officielle pour le contréle des nutriments des
végétaux (AAPFCO) reconnait le Ni comme un ¢lément essentiel pour les plantes, compte tenu
de sa relation avec I’enzyme uréase (Wood et al., 2004). Plusieurs études ont démontré que le
Ni a des effets a la fois stimulants et inhibiteurs sur la croissance des plantes. Mais ces effets

pourraient étre spécifiques a I'espece et dépendants de la concentration (Badawy et al., 2022;
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Gajewska et Sklodowska, 2009; Urug Parlak, 2016). Selon Shahzad ef al. (2018), le Ni est
bénéfique a faibles concentrations pour les plantes, il est considéré comme un nutriment
important a la croissance et au développement normaux des plantes, et essentiel a 1’acti vation
de plusieurs enzymes. Le Ni joue un role important dans un large éventail de processus
physiologiques, notamment la germination des graines, la croissance végétative, la
reproduction, la photosynthése ainsi que dans le métabolisme de I’azote (Baief al., 2013). La
voie de biosynthése de la chlorophylle dans les plantes supérieures est complexe il est médié
par plus de 17 enzymes. La formation peut étre subdivisée en quatre parties : (1) synthése de
l'acide 5-aminolévulinique (ALA), précurseur de la Chl; (2) formation de 1'uroporphyrinogene
IIT ; (3) synthese de la protoporphyrine et (4) insertion de Mg dans la protoporphyrine IX (PPIX)
conduisant a la formation de la Chlorophylle.

Plusieurs études ont montré aussi que la présence de Ni a certaine concentration contribue
a la biosynthese et a la protection de la chlorophylle (Bai et al., 2006; Polacco et al., 2013;
Tripathy et Pattanayak, 2012). Le Ni joue un rdle clé dans le métabolisme de 1'azote, il est
un cofacteur essentiel de 1'enzyme uréase, qui hydrolyse l'urée en dioxyde de carbone et
ammoniac. Cela permet d'éviter I'accumulation toxique d'urée et de recycler l'azote issu de
la dégradation des composés azotés (Mazzafera et al., 2013). L’azote produit par l'action de
l'uréase est ensuite assimilé dans les acides aminés comme le glutamate, précurseurs de
labiosynthese de I'acide S-aminolévulinique (ALA), qui est lamolécule initiatrice de la voie de

biosynthése de la chlorophylle (Nimra Atta et al., 2024; Tripathy et Pattanayak, 2012).

Les combinaisons : Cd (1000 ppm) = Ni (120 ppp) ; Cd (100 ppb) + Ni (1 000 ppm) €t
Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) Ont entrainé une diminution significative des valeurs moyennes de
la teneur en chlorophylle totale par rapport aux plantes témoins. Cependant, ces valeurs
restaient Iégérement supérieures a celles observées sous les hauts traitements individuels de Cd
et de Ni. Ces résultats démontrent qu'une addition de faibles doses Cd (100 ppb) €t de Ni (120 ppb)
aux fortes doses de Ni (1000 ppm) €t de Cd (1000 ppm), r€Spectivement, semble améliorer 1égerement
les teneurs foliaires en chlorophylle. L'hypothése la plus plausible serait que la présence de
Ni(120 ppby ( €tant un micronutriment) avec le Cd (1000 ppm) atténue légerement l'effet toxique de ce
dernier sur la biosynthése et la dégradation de la chlorophylle (3,53 contre 3,31 ug.ml™).
L’addition de Cd (100 ppt) (¢lément toxique) au Ni (1000 ppm) (4,99 contre 5,27 pg.ml™) pourrait
conduire a une induction plus forte des systetmes de détoxification ou méme une réduction de

I’absorbance et la translocation vers les feuilles.
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Lesrésultats relatifs a I'accumulation foliaire du Cd et du Niobtenus sous les doses mixtes
et simples de Cd et/ou Ni (Tab. 25; 26 ; 27 et 28), corroborent les hypothéses précédemment
émises. En effet, les résultats révelent que sous les doses mixtes, on observe une légere
réduction des quantités de Cd et de Ni accumulées dans les feuilles, comparativement a ce qui
est constaté sous l'effet des doses simples. Cette diminution des quantités accumulées pourrait
étre due a une baisse de 1'absorption et/ou de la translocation du Cd et du Ni depuis les racines
vers les parties aériennes de la plante.

Lorsque la dose mixte est composée des mémes quantitéts de Cd et de Ni
([Cd] = [Ni] = 100 ppm), la teneur en chlorophylle semble était plus faible (7,81 pg.ml™)
comparativement a celle obtenue sous la dose individuelle Ni (100ppm) (8,92 pg.ml™) et plus élevé
(7,26 pg.ml ') que sous Cd (100ppm). L'eftet combiné de Cd et Ni semble étre moins toxique que
Cd seul mais plus toxique que Ni seul, ce qui pourrait indiquer une forme d'interaction

antagoniste ou le Ni atténue partiellement les effets né gatifs du Cd sur la teneur en chlorophylle.
4.2 Teneur en protéines

Sous l'effet de faibles doses de Cd (10, 30 et 100 ppb) et de Ni (30, 60 et 120 ppb), une
légére augmentation de la teneur en protéines totales a été enregistrée, en particulier dans
les feuilles et les racines exposées au Cd, ainsi que dans les feuilles exposées au Ni. Cependant,
aucune différence statistiquement significative n'a été relevée entre les résultats enregistrés sous
ces faibles doses et ceux du groupe témoin, et ce, dans les trois organes.

Cesrésultats démontrent que lorsque les plantes de P. australis sont exposées a de faibles doses
de Cd et de Ni, elles peuvent tolérer ces niveaux sans manifester de signes évidents de stress ou
de dommages. Cependant, cette trés légere augmentation de la teneur en protéines dans
les feuilles et les racines peut s'expliquer par une réaction adaptative liée a I’absorption,
la translocation et I'accumulation de Cd et de Ni dans les racines, les tiges et les feuilles.
Ou cela pourrait étre dli @ un phénomeéne d'hormese, ou l'addition de faibles doses de Cd et de
Ni a stimulé certains processus physiologiques bénéfiques pour la croissance comme
la synthese protéique. Selon Salinitro et al. (2021), I'hormese est un phénomene dose-réponse
observé chez de nombreux espéces végétales, provoqué par de faibles niveaux d'un grand
nombre de facteurs de stress, parmi lesquels les ETMs comme le Cd et le Ni.

En effet, les résultats de 1'accumulation de Cd et de Ni dans les trois organes de P. australis
(Tab. 25 ;26 ;27 et 28) révelent une augmentation de I'accumulation en fonction de I'€lévation
des doses appliquées. De nombreuses études ont rapporté l'effet hormeése provoqué par le Cd

sur des especes végétales telles que Lonicera japonica (Jia et al., 2015), Dianthus
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carhusianorum (Muszynska et al., 2018), chez Brassica juncea ou 10uM de Cd a augmenté
lateneur en protéines total et les phytochélatines (Seth et al.,2008). Chez Nasturtium officinale
al et5 ppm de Ni, la biomasse a augmenté, aussi une augmentation de la teneur en protéines
et des activités enzymatiques a ét¢ observée a dans les feuilles et les racines par rapport au
témoin (Duman et Ozturk, 2010). En revanche, sous les fortes doses de Cd et de Ni, les résultats
indiquent qu'a Cd(100 ppm) €t Ni(100 ppm) Une augmentation significative des teneurs en protéines a
été observé dans les feuilles et les racines, mais dans les tiges sous Ni une diminution
significative mais pas d’augmentation ou de diminution dans les tiges sous Cd.

Cette augmentation des protéines foliaires et racinaires est une réponse au stress induit par de
fortes concentrations de Cd et Ni accumuler dans les différents organes. Nos résultats suggerent
qu'un processus de détoxification est induit, initi¢ par une augmentation de la biosynthése des
phytochélatines, constatée dans notre cas par l'augmentation du taux de protéines totales.
Plusieurs études ont démontré que sous un stress métallique modéré, la teneur en protéines de
P. australis augmente. Sous 18,33 ppm et 36,66 ppm de CdCl, (Jiang et Wang, 2007). Sous
100 uM de Cd (Ederli et al., 2004). Sous 0,1 -100 pM de Cd*" pendant 100 jours (Fediuc et
Erdei, 2002). Sous 10 et 100 ppm de Cu et 1-10 ppm de Cd (Rocha et al., 2014). Aussi chez
d’autres espéces comme chez Nasturtium officinale sous 25 ppm de Ni (Rocha et al., 2014).
Selon Stolt et al. (2003), en présence des ETMs, les végétaux intensifient la synthése protéique,
notamment celle des phytochélatines, qui sont essentielles a la détoxification.
Les phytochélatine représentent un groupe de chélateurs intracellulaires de nature peptidique
synthétisés en réponse a la présence d’ETMs (Hartley-Whitaker e al., 2001; Remon, 2006).
Ces phytochélatines se lient avec les ETMs via le groupe SH (sulfhydrile), formant ainsi
un complexe thiolate-métal. Cette réaction rend le métal inactif, permettant son stockage dans
les vacuoles (Seregin et Kozhevnikova, 2023). Face a un stress métallique, la cellule végétale
réoriente le flux des molécules carbonées, azotées et soufrées vers la synthése d'acides aminés,
de peptides et de phytochélatines, essentiels a la lutte contre le stress oxydatif, et qui jouent
un réle clé dans la chélation des ETMs (Sarry et al., 2006; Xing, 2003).

Dans les feuilles et les racines, une augmentation significative des teneurs en protéines a
été observée sous les deux ETMs a 100 ppm. Mais le Ni a provoqué une diminution des
protéines dans les tiges tandis que le Cd n'a eu aucun effet sur les niveaux protéiques dans cette
partie de la plante. Cela pourrait indiquer une distribution ou un mécanisme de réponse différent
au stress induit par le Cd par rapport au Ni. La stimulation de la synthése protéique dans
les racines et les feuilles montre que P. australis privilége plus la protection de ces deux parties

que celle des tiges. Ce qui nécessite une production importante de protéines de défense dans
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ces deux organes, essentiels pour la photosynthése, ainsi que pour l'absorption de I'eau et des
nutriments. Cela pourrait aussi indiquer que ces deux ETMs s'accumulent moins dans les tiges.
Effectivement, Nos résultats de I’accumulation de Cd et de Ni dans les trois organes de P.
australis ont montré que a faibles doses Cd (10-100 ppb) et Ni (30-120 ppb), l'ordre
d'accumulation était: racines > tiges > feuilles. Sous Cd (100 ppm), ’ordre d’accumulation
est aussi : racines > tiges > feuilles. Mais sous Nii00 ppm) 1'ordre devient : racines > feuilles >
tiges. Sous les autres hautes doses, Cd et Ni (500 ppm) €t Cd et Ni (1000 ppm), une diminution
drastique des teneurs en protéines a été observée dans les trois organes par rapport aux résultats
enregistrés sous Cd ou Ni (100 ppm), sauf dans les racines des plantes exposées a Cd (500 ppm) OU
la teneur a augmenté, atteignant la teneur maximale enregistrée (49,38 mg/g). Cette baisse
pourrait s'expliquer par une toxicité¢ excessive de Cd et Ni, dépassant les capacités de défense
de P. australis. Cette toxicité a induit une dégradation et/ou une inhibition de la synthése
protéique. Cela indique que sous ces doses les plantes de P. australis ne peuvent plus maintenir
la méme production des phytochélatines protéiques ou protéines de fonctionnement général.
L’augmentation de la teneur en protéines dans les racines Cd (500 ppm) pourrait refléter
une forte induction des mécanismes de tolérance au Cd par la synthése massive de protéines
chélatrices, de transport, de séquestration et de détoxification dans cet organe qui constitue
la premiére ligne de défense. Mais au-dela de 500 ppm de Cd, les racines semblent atteindre
leur limite de tolérance, avec probablement une saturation des mécanismes de défense
protéiques. Comparativement aux doses individuelles, I’addition de faibles doses de Cd 100 ppb)
et Ni(120ppb) au Ni(1000 ppm) €t Cd (1000 ppm), respectivement, semble légerement améliorer la teneur
en protéines dans tous les organes des plantes qui sont sous les simples doses de Ni(1000 ppm) €t
Cd (1000 ppm).
Cette 1égere augmentation de la teneur en protéines peut tre dii @ un phénomene d'interaction
ou de faibles dose d'un ETM (Cd ou Ni) peuvent atténuer les effets toxiques de l'autre ( Niou
Cd), stimulant ainsi la synthése des protéines ou améliorant d’autres mecansimes de defence,
ou le transport et absorption des nutriments. P. australis peuvent activer des mécanismes de
défense qui améliore sa tolérance au stress induit par la présence de Cd et/ou Ni comme
linduction des phytochelatines. Les résultats de la teneur en chlorophylle corroborent et
appuient cette hypothése, ou les valeurs sous ces deux doses mixtes étaient légérement
supérieures a celles observées sous les traitements individuels élevés de Cd et de Ni.
Les résultats relatifs a 'accumulation foliaire du Cd et du Ni obtenus sous les doses mixtes et
simples de Cd et/ou Ni révelent aussi que sous les doses mixtes et comparativement a ce qui est

constaté sous l'effet des doses simples, une légere réduction des quantités de Cd et de Ni
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accumulées dans les feuilles et les tiges mais pas dans les racaines. Cela peut s'expliquer par
le fait que P. australis, sous des doses élevées, séquestre et minimise la translocation vers
la partie aérienne plus sensisble au Cd et Ni. Effectivement, plusieurs études antérieures ont
mis en évidence la capacité de P. australis a absorber et accumuler le Cd et le Ni, en particulier
au niveau de racinaire (Alfadul et Al-Fredan, 2013; Nawrot et al., 2021; Zheng-yub, 2008).
selon Vymazal and Bfezinova (2016), P. australis est considérer comme une plante non
accumulatrice et plutdt une plante dite « excluders » une stratégie d’exclusion adoptée pour
minimiser la translocation du Cd et du Ni de la racine vers les parties aériennes plus sensibles.
En revanche, sous Cd (100 ppm)™N1 (100 ppm), On observe une diminution importante de
la teneur en protéines par rapport aux doses individuelles, particulierement dans les racines et
les feuilles. Cette diminution indiquant une interaction synergique négative. Probablement d
a une amplification des effets toxiques de chaque ETM. Cette amplification peut étre du a
une augmentation d’absorption, d’accumulation et de séquestration de Cd et de Ni entrainant
une perturbation métabolique plus sévere sur la synthése des protéines ou/et une dégradation
des protéines. Les résultats relatifs a I'accumulation du Cd et du Ni dans les trois organes de
P. australis obtenus sous les doses mixtes et simples de Cd et/ou Ni appuis cette hypothése.
Lorsque la dose mixte est composée des mémes quantitts de Cd et de Ni
([Cd] = [Ni] = 100 ppm), I’accumulation semble supérieure comparativement a celle obtenue
sous les doses individuelles Cd (100ppm) €t Ni (100ppm). 11 st possible que la présence de Cd et Ni
ensemble modifie la perméabilit¢ des membranes cellulaires ou active des transporteurs
spécifiques qui augmentent 1'absorption des deux ETMs chez P. australis.
La co-existence de Cd et Ni pourrait entrainer une synergie positive, ou I'un des métaux facilite
l'absorption de l'autre, augmentant ainsi leur accumulation totale dans les organes P. australis.
Le Cd et Ni peuvent aussi interférer avec l'absorption d'autres nutriments essentiels chez
P. australis, qui sont important pour de nombreux processus métaboliques, y compris
la syntheése des protéines. Rubio et al. (1994) ont observé que les traitements au Cd et/ou Ni
dans les plants de riz entrainaient une diminution des teneurs en K, Ca et Mg, indiquant
une interférence avec l'absorption et la distribution des nutriments. Selon Chen et al. (2009),
le Cd et Ni pourraient étre absorbés via des transporteurs peu spécifiques (protéines de type
porine) par diffusion passive simple suivant le gradient de concentration (via la voie
apoplastique). Mais aussi via le transport actif en empruntant la voie symplastique.
En empruntant les canaux membranaires peu spécifiques des nutriments essentiels, le Cd et Ni
sont capables d'interférer avec I'absorption de plusieurs éléments (Das ef al., 1997; Huybrechts

etal., 2019).
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4.3 Teneur en lipides

Les résultats de l'analyse de la teneur en lipides n'ont révélé aucune différence
significative entre les faibles doses testées de Cd et de Ni par rapport au groupe témoin, pour
les trois organes €tudiés (feuilles, racines et tiges). Cependant, une diminution a été observée
dans les tiges exposées a 100 ppb de Cd, tandis qu'une augmentation des niveaux lipidiques a
¢té constatée dans les feuilles exposéesa 120 ppb de Ni.

Celapourrait indiquer que, a de faibles doses, ces deux ETMs ne perturbent pas les mécanismes
métaboliques liés a la production ou au stockage des lipides dans les feuiles, tiges et racines.
Mais a 100 ppb, le Cd induit une diminution des lipides, mais uniquement dans les tiges,
suggérant une sensibilité particuliere de cet organe au Cd.

Ederli et al. (2004), en traitant P. australis avec 100 mM de Cd pendant 21 jours, n'ont observé
aucun changement structurel ou ultrastructural important dans les racines.
Selon Pietrini et al. (2003), le CdSOs a 100 uM semble provoquer des modifications
ultrastructurales plus importantes au niveau des tiges que des racines. I'exposition au Cd a
entrainé des modifications du volume et de I'organisation des plastoglobules, ayant
potentiellement un impact sur la fonction de ces structures plastidiennes. Selon Hakmaoui et al.
(2007), chez P.australis le CdCl, augmente le nombre et la taille des plastoglobules.
Ces organites sont responsables de la synthése et durecyclage des composés lipophiles produits
au cours de la peroxydation lipidique.

A 120 ppb, le Ni a provoqué une augmentation des lipides, mais seulement dans les feuilles,
indiquant un effet organe-spécifique distinct de celui du Cd. L'augmentation de la teneur en
lipides observée dans les feuilles des plantes exposées a Ni(i20 ppb) peut étre liée au réle du Ni
en tant que micronutriment. Le Ni joue un rdle important dans l'activation du systéme
glyoxalase, un systéme enzymatique responsable de la dégradation du méthylglyoxal
(pyruvaldéhyde et 2-oxopropanal), un puissant compos¢ cytotoxique produit naturellement par
le métabolisme cellulaire lors de la glycolyse, la peroxydation des lipides et dans des conditions

de stress (Ghosh et al., 2016; Sankaranarayanan ef al., 2017)

Sous l'exposition aux fortes doses de Cd et de Ni, une diminution des teneurs en lipides
a été observée dans les feuilles, les tiges et les racines. Plusieurs études, dans des conditions
contrdlées ou non, ont montré une diminution de la teneur en lipides chez P. australis sous Cd,
Ni et d’autres ETMs (Al-Sodany et al., 2013; Chaplygin et al., 2022; Ederli et al., 2004;
Kovacevi¢ et al., 2020). Ces travaux ont attribué la réduction des niveaux de lipides observée

a la peroxydation des lipides membranaires, provoquée par la formation d’especes réactives de
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I’'oxygéne (ERO). Ces molécules hautement réactives, générées en présence d’ETMs,
endommagent les lipides constitutifs des membranes cellulaires. Selon Ayala et al. (2014),
une accumulation excessive des ETMs peut interférer avec le métabolisme cellulaire en
augmentant la production de ERO. Les ERO peuvent alors provoquer des dommages
cellulaires, ainsi qu’une peroxydation des lipides. Les ETMs peuvent perturber
le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant une fuite d'électrons et
une production imporatane d'anions superoxydes (O2¢-), précurseurs des ERO (Mansoor et al.,
2023; Turrens, 2003). La peroxydation lipidique consiste en une série de réactions en chaine
initiées par les ERO qui ciblent préférentiellement les lipides contenant des acides gras
polyinsaturés (doubles liaisons carbone-carbone) (Yin et al., 2011). Ces radicaux libres
amorcent le processus en arrachant un atome d'hydrogéne a un groupement méthyléne (-CHoz-)
adjacent a une double liaison. Cette abstraction d'hydrogéne entraine la formation d'un radical
lipidique instable qui réagit rapidement avec le dioxygeéne moléculaire pour former un radical
peroxyle lipidique. Ce dernier peut alors soustraire un nouvel hydrogeéne a une molécule d'acide
gras voisine, propageant ainsi la réaction en chaine de peroxydation lipidique conduisant a
la formation de nombreux produits d'oxydation délétéres comme le malon-dialdéhyde (MDA)
un bio-marqueur couramment utilisée pour estimer la peroxydation lipidique (Mansoor et al.,
2023; Panda et al., 2003; Younis et al., 2018).

Les glycolipides, les phospholipides et le cholestérol sont également des cibles bien connues
de modifications peroxydatives dommageables et potentiellement mortelles pour les
mitochondries et les plantes (Ayala et al., 2014). Selon Sanita di Toppi and Gabbrielli (1999),
le Cd et le Ni peuvent provoquer une accumulation des ERO pour trois raisons principales : I1s
perturbent certaines voies métaboliques, ce qui favorise la production de ERO. Ils inactivent et
réduisent 1'expression des enzymes du systéme antioxydant qui normalement éliminent les
ERO. Ils épuisent les réserves de petites molécules comme la vitamine C, le glutathion, la
vitamine E ou les caroténoides qui possédent des propriétés antioxydantes permettant de

neutraliser les ERO.

Sous les doses mixtes, une diminution significative des teneurs moyennes en lipides a été
observée par rapport au controle dans I'ensemble des organes étudiés (feuilles, tiges et racines).
Comparativement aux doses individuelles, I’addition de faibles doses de Cd 100 ppb) €t Ni(120ppb)
au Ni(1000 ppm) €t Cd (1000 ppm), respectivement semble 1égérement améliorer les niveaux lipidiques
foliaires et radiculaires, mais pas caulinaires.

L'exposition aux doses mixtes de Cd et Ni entraine globalement une diminution des lipides

totaux en raison du stress oxydatif amplifié chez P. australis. Cependant, I'addition de faibles
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doses de Cd et de Ni semble 1égerement atténuer cette diminution dans les feuilles et racines,
probablement grace a une induction modérée des défenses antioxydantes et de la régulation du
métabolisme lipidique. Néanmoins, cet effet bénéfique n'est pas observé dans les tiges, refl étant
des différences de sensibilit¢ et de réponses au stress entre les tige et les autres organes.

Nos résultats de la teneur en chlorophylle et en protines corroborent et appuient cette
hypothese, ou les valeurs sous ces deux doses mixtes étaient 1égerement supérieures a celles
observées sous les traitements individuels élevés de Cd et de Ni. Ces résultats montrent que P.
australis peut activer des mécanismes de défense qui améliorent sa tolérance au stress induit
par la présence de Cd et/ou Ni, tels que l'induction des phytochelatines et du systéme
antioxydant, minimisant la translocation vers la partie aérienne et privilégiant davantage
laprotection des racines et des feuilles. Contrairement aux résultats sous les autres doses mixtes,
ladose Cd (100 ppm)+Ni (100 ppm), @ entrainé une baisse des teneurs en lipides dans les feuilles par
rapport aux expositions individuelles Cd (100 ppm) €t Ni (100 ppm), Une augmentation dans
les racines, tandis que dans les tiges, cette dose combinée a induit une teneur supérieure a celle
sous Cd seul mais inférieure a celle sous Ni seul.

La diminution des teneurs en lipides foliaires sous cette doses mixtes, par rapport aux
traitements Cd ou Ni seuls, indique un effet synergique négatif prononcé sur le métabolisme
lipidique. Probablement dii & une amplification des effets toxiques de chaque ETM. Le Cd et
le Ni peut impacté des voies métaboliques different. Leurs effets combinés pourraient donc
perturber de multiples processus liés a la biosynthese des lipides. Ou leur combinaison pourrait
engendrer une quantité encore plus importante des ERO, amplifiant la peroxydation lipidique.
Cela expliquerait également les diminutions concomitantes de la teneur en chlorophylle et en
protéines précédemment observées dans les feuilles de P. australis.

Par contre l'augmentation de la teneur en lipides racinaires par rapport aux expositions
individuelles suggere une induction des mécanismes de défense membranaire au niveau
racinaire. Sous la dose mixte Cd (100 ppm)tN1 (100 ppm), I'accumulation de lipides pourrait étre
une réponse des plants de P. australis pour renforcer les membranes pour limiter 1'absorption
et la translocation de Cd et Ni vers les parties aériennes (feuille et tige).

Dans les tiges, les effets opposés du Cd (augmentation) et du Ni (diminution) pourraient
s'expliquer par des mécanismes de toxicit¢ différents. Le Cd pourrait induire une production
des lipides pour protéger les membranes des tissus conducteurs, tandis que le Ni perturberait
ces voies de biosynthése. Selon Verkleij et al. (2009), la toxicité du Cd provient de sa forte
affinité pour les groupements sulthydriles (-SH) présents dans les protéines. En revanche,

la toxicité du Ni est principalement liée a son affinité pour les ligands oxygénés et azotés, ce
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qui entraine une inhibition de la croissance des racines et des feuilles des plantes (Clemens,

20006).
4.4 Réponse des enzymes de system antioxydant
4.4.1 Activité enzymatique de la catalase (CAT)

De manicre générale, 1'activité de la CAT a augmenté avec l'accroissement des doses de Cd et
de Ni appliquées. Cependant, une diminution de cette activité enzymatique a été observée dans
les feuilles et les tiges sous l'exposition a Ni(i000 ppm) cOmparativement sous Ni(500 ppm) OU NOUS
avons enregistré 1’activité la plus élevée. Sous
les faibles doses de Cd et Ni, I'absence de différence significative avec les résultats des plants
témoins indique que le stress oxydatif engendré est limité et que le systéme antioxydants
existant suffise a y faire face, et ne nécessitant pas une augmentation importante de l'activité de
laCAT.

L'augmentation de l'activité de la CAT dans les trois organes sous les doses croissantes de Cd
et Ni reflete une réponse antioxydante visant a contrer la production d’ERO induite par ces
deux ETMs. Plusieurs études ont observé une induction de I’activité de la CAT chez P. australis
exposée aux ETMs. Dans les feuilles et les racines sous 50 um de CdSOg4 (Iannelli et al., 2002).
Dans les plantes sous 0,2 ; 0,4 et 0,6 mmol.L"! de Cd (He et Liu, 2007). Dans les racines de
P. australis traitées par 100 uM de Cd (Ederli et al., 2004). L'induction de la CAT chez
P. australis sous exposition au Ni seul n'a pas été étudiée, mais plusieurs travaux ont montré
que l'exposition au Ni peut entrainer des dommages chez plusieurs especes (Baccouch et al.,
2001). Ces dommages s'accompagnent souvent d'une augmentation de l'activité des enzymes
antioxydantes, notamment de la CAT (Amjad et al., 2020; Baccouch et al., 2001). Chez Zea
mays sous 250 uM NiCl, (Baccouch et al., 2001). Chez Zea mays sous 0, 20, and 40 ppm
(Amjad ef al., 2020). Chez Luffa cylindrica, sous 50-800 uM de Ni (Wang et al., 2010).

Ces études démontrent que l'augmentation de l'activit¢ CAT fait partie intégrante des
mécanismes de défense des plantes contre le stress oxydatif induit par le Cd et le Ni. Cependant,
la réponse de la CAT au stress peut varier selon l'espece végétale et la concentration
d'exposition. Sous 10 et 200 uM de NiSOy, I’é¢tude de Gajewska et al. (2006) portant sur
Triticum aestivum a révélé des réponses différentes de l'activit¢ CAT en fonction de
la concentration en Ni. Une exposition a 10 uM de NiSO4n'a induit aucun dommage visible,
n'a pas affecté la croissance des plantes ni l'activité enzymatique de la CAT par rapport aux
plantes témoins. En revanche, une concentration de 200 uM de Ni a inhibé la croissance

végétative, provoqué des symptomes visibles de toxicité et entrainé une diminution
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significative de l'activit¢ CAT. Ces résultats soulignent l'effet dose-dépendant du Ni sur
la réponse de la CAT, avec une tolérance a de faibles concentrations mais une inhibition de
l'activité antioxydante a des niveaux élevés de Ni.

Nos résultats montrent une tendance similaire a celle observée par Gajewska et al. (2006) chez
Triticum aestivum. Aux faibles doses testées, 1'activité de la CAT n'a pas été significativement
affectée ou stimulée malgré que I'accumulation de Cd et de Ni dans les différents organes de P.
australis augmentait de manicre proportionnelle aux doses appliquées. Cette observation
suggere que les plantes de P. australis peuvent tolérer et accumuler de faibles quantités de Cd
et de Ni sans induire une réponse antioxydante de la CAT significative.

Sous les trois doses les plus élevées (100; 500 et 1000 ppm), une tendance dose-

dépendante a été observée, ou 'augmentation de Cd et de Ni accumulé s'est accompagnée d'une
hausse de l'activité CAT. A l'exception des feuilles et des tiges exposées a Ni(1000 ppm), pour
lesquelles une diminution de l'activité a été enregistrée par rapport aux résultats obtenus a
Ni(s00 ppm)- Cette diminution de 'activit¢ CAT dans les parties aériennes a la plus forte dose de
Ni pourrait s'expliquer par une dégradation ou une inactivation de I'enzyme sous des conditions
de stress oxydatif séveére. Ou elle pourrait également €tre attribuée a une perturbation de
l'absorption des macro et/ou des micronutriments, ainsi que de leur translocation vers les parties
aériennes qui perturbe la biosynthese et1’activation du CAT. Selon Gautam and Pandey (2008),
le Ni a une concentration extrémement faible (0,05 mM), améliore l'activité des enzymes de
systetme antioxydant chez Lens esculentum (la POD, la SOD et de la GOPX).
Chez Ocimum basilicum, Georgiadou ef al. (2018) ont constaté que a des concentrations élevées
de Ni (500 ppm), I’activité enzymatique antioxydante diminue et entraine des dommages oxydatifs
chez les plantes. La toxicité du Ni perturbe non seulement 'absorption des micronutriments
essentiels, mais entrave également leur translocation depuis les racines vers les pousses,
les grains et les fruits (Pandey et Sharma, 2002).
Plusieurs études ont rapporté que la toxicité du Ni tend a réduire le transfert de 1'azote des
racines vers les parties aériennes (Ameen et al., 2019; Chen et al., 2009). Le Ni interfére aussi
avec la translocation des micronutriments, en particulier celle du fer dont les propriétés
chimiques sont similaires (Ahmad et al., 2010). 1l a ét¢ démontré que l'une des causes de
la carence en fer sous conditions de toxicité au Ni est la diminution de sa translocation des
racines vers les pousses (Mysliwa-Kurdziel et Strzatka, 2002).

Dans la présente étude, la diminution de l'activité¢ de la CAT observée dans les feuilles et
les tiges sous I'effet du Ni a 1000 ppm pourrait résulter d'une carence en fer dans les parties

aériennes de P. australis. A cette dose ¢levée, le Ni accumulé dans les organes a
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vraisemblablement perturbé l'absorption et la translocation du fer vers les feuilles et les tiges.
Les résultats relatifs a I'accumulation du Cd et du Ni dans les organes des plantes révelent qu'a
1000 ppm, les plantes ont accumulé davantage de Ni que de Cd. Ceci pourrait expliquer
la poursuite de 1'augmentation de lactivit¢ de la CAT sous Cd (1000 ppm), contrairement a
la diminution observée sous Ni a la méme dose N1 (1000 ppm)- Selon Kaushal ez al. (2018), la CAT
est un tétramere de quatre chaines polypeptidiques, chacune longue de plus de 500 acides
aminés. Il contient quatre groupes porphyrine héme (fer) qui permettent a 1’enzyme de réagir
avec le peroxyde d’hydrogene.
Dans la présente étude, vu que le fer est essentiel a 1a biosynthése des hémes, une carence en
fer dans les feuilles et les tiges de P. australis pourrait réduire la production de groupes heme,
affectant ainsi I'assemblage et la biosynthese de la CAT.

Sous les doses mixtes, comparativement aux expositions individuelles Nii000 ppm) €t
Cd (1000 ppm), 'ajout de faibles doses de Cd (100 ppb) €t Ni(120ppt), sSemble avoir légérement stimulé
l'activité¢ de la CAT dans les feuilles, les tiges et les racines. Les deux ETMs ensemble a ces
doses pourraient activer des voies de signalisation différentes mais complémentaires,
conduisant a une réponse antioxydante légeérement plus €élevé. La présence d'un ETM a faible
dose pourrait ne pas altérer significativement la biodisponibilité ou la toxicité d'un autre ETM
présent a forte dose. Néanmoins, il semblerait que cette interaction puisse induire un effet
hormétique. Selon Carvalho et al. (2020), les ETMs a faibles doses peut améliorer la teneur en
pigments photosynthétiques et stimuler 1’activit¢ antioxydants enzymatiques et non
enzymatiques dans les racines et les pousses.
Nos résultats, en revanche ont montré que la mixture Cd (100 ppm)*Ni (100 ppm) @ entrainé
une diminution de l'activité enzymatique au niveau foliaire et une augmentation au niveau
racinaire par rapport aux doses individuelles correspondantes Cd(oo ppm)y €t Nici0o ppm).
Dans les tiges, cette dose mixte a induit une activation de la CAT supérieure a celle observée
sous Ni (100 ppm) Seul, mais une inhibition de l'activité comparativement au traitement Cd (100 ppm)
appliqué individuellement. Ces résultats mettent en évidence que laréponse au stress métallique
combiné, induit par le Cd+ Ni aux doses testées, est spécifique a chaque organe de P. australis.
Cette spécificité est probablement attribuable a des modifications des processus d'absorption et
de translocation, ainsi qu'a des altérations de la biodisponibilité ou de la toxicité de chaque ETM
en présence de l'autre.

Dans la présente étude, l'activité est globalement plus élevée dans les racines que dans
les autres organes. Le ratio feuilles/racines demeure relativement similaire sous les faibles doses

de Cd et de Ni. Cependant, sous les doses ¢levées, ce ratio augmente sous l'effet du Cd et
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diminue sous l'effet du Ni. Cela pourrait s'expliquer par I'hypothése selon laquelle P. australis
concentrerait ses mécanismes de détoxification dans les racines afin de protéger les organes
photosynthétiques, plus sensibles. Cette stratégie serait cohérente avec le statut de P. australis
en tant qu'espece dite "excluder", caractérisée par sa capacité a limiter l'accumulation de Cd et

de Ni dans ses parties aériennes.
4.4.2 Activité enzymatique de la GPOx

Le profil d'activité¢ de la GPOx en réponse aux doses croissantes de Cd et de Ni s'est avéré
trés similaire a celui observé pour l'activité de la CAT. L'activité de la GPOx s'est avérée dose -
dépendante, augmentant avec l'accroissement des doses de Cd et de Ni appliquées.

Sous les faibles doses de Cd (10 ; 30 et 100 ppb) ainsi que sous celles de Ni (10 ; 30 et 120
ppb), comparativement aux résultats du groupe témoin, une augmentation, mais non
significative, de 1’activité a été observée. En revanche, pour les fortes doses de Cd et de Ni
(100, 500 et 1000 ppm), une augmentation significative a été observée.

L’augmentation significative de I'activit¢ GPOx dans tous les organes, démontrant une réponse
antioxydante importante pour contrer le stress oxydatif engendré par les doses ¢élevées de Cd et
de Ni. Dans des études in-situ et in-vitro, plusieurs travaux ont démontré la capacité de
P. australis a accroitre 'activité¢ de la GPOx en conditions de stress métallique (Alfadul et Al-
Fredan, 2013; Koztowska et al., 2009; Marchand et al., 2016; Yang et al., 2023). Les résultats
de ces travaux convergent vers lhypothése selon laquelle la stimulation de l'activité
enzymatique est due a l'augmentation des ERO causée par l'accumulation des ETMs dans
les différents organes de P. australis. Nos résultats corroborent cette hypothése, puisqu'une
corrélation positive a été observée entre l'accumulation de Cd et de Ni (Tab.25 ;26 ;27 et 28 )
et la stimulation de l'activité¢ de la GPOx (Tab. 39 ;40 et41).

Dans la présente étude, le pic d'activité de la GPOx a été observé & Cd(iooo ppm) dans les trois
organes. Cela suggére un stress oxydatif important a cette dose nécessitant une réponse
antioxydante maximale impliquant la GPOx dans tous les tissus. En revanche sous I'effet du Ni,
l'activité maximale a été enregistrée a Ni (s00 ppm) dans les feuilles et les racines, et a Ni (1000 ppm)
dans les tiges. Comme pour les résultats dela CAT, ces résultats de la GPOx révelent des profils
d'activité enzymatique variables, dépendant a la fois de ’ETM, de la dose testée et de 1'organe
analysé. Les travaux menés par Sat (2008) ont mis en évidence que l'activité GPOx est
dépendante du type d’ETM et de la concentration appliquée. Leurs résultats ont montré une
inhibition de 50% de l'activité de GPOx a 6 mM du plomb (Pb**), 7,32 mM pour le mercure
(Hg*") et 10,57 mM pour Ni*".
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Nos résultats démontrent que l'activité de la GPOx chez P. australis est non seulement

dépendante de la concentration, mais ¢galement de l'organe. Cela suggeére une sensibilité
distincte au stress oxydatif et/ou des capacités antioxydantes différentes selon les tissus.
L’activit¢ GPOx semble étre plus perturbée dans les feuilles et les racines que dans les tiges a
Ni (1000 ppm)- Cette différence de réponse est probablement liée a une accumulation différentielle
du Ni dans les trois organes étudiés. Cette accumulation différentielle crée alors des niveaux
contrastés de stress oxydatif selon les organes, nécessitant une induction variable de la GPOx
pour y faire face efficacement. Nos résultats concernant I'accumulation du Cd et du Ni dans
les différents organes de P. australis (feuilles, tiges, racines) en fonction des doses de Cd et de
Ni confirme cette hypothése. Sous l'effet de fortes doses de Cd, l'accumulation suivait l'ordre
décroissant racines > feuilles > tiges. Un profil similaire a été observé sous Ni, a l'exception
sous les doses de Ni(s00 ppm) €t Ni(1000 ppm) OU 1'accumulation était plus importante dans les feuilles
que dans les racines (feuilles > racines > tiges).
Ces résultats sous les doses Nigsoo ppm) €t Nici000 ppm), suggerent une altération probable des
mécanismes impliqués dans la séquestration de Ni au niveau des racines, ainsi qu'une
perturbation de la régulation de son transport et de sa translocation vers les parties aériennes.
En revanche, sous Cd (1000 ppm), P. australis semble conserver un meilleur contrdle des processus
de séquestration et de translocation de Cd. Cela suggere que les voies de la détoxication et de
larégulation du mouvement du Cd et du Ni chez P. australis sont différentes.

Selon Peralta-Videa ef al. (2002), une fois absorbés par les racines, les ETMs peuvent
soit étre stockés dans les racines, soit exportés vers les parties aérienne. A certaines
concentrations, le Ni et le Cd peuvent étre transportés vers les organes aériens par le flux de
transpiration via le xyléme (Zhao et al., 2006). Ce transport est étroitement régulé par divers
chélateurs, comme les acides organiques, en particulier les acides citrique et malique, qui
constituent des chélateurs du Ni dans le xyléme (Fomina ef al., 2005). Les acides aminés et les
peptides comme I'histidine, 1a nicotianamine et les métallothionéines sont des ligands potentiels
qui se lient spécifiquement aux ETMs dans le cytosol ou dans les compartiments subcellulaires
pour le transport, la translocation et/ou I’accumulation (Douchkov et al., 2005; Fomina et al.,
2005). Le Ni est chélaté par1'histidine (Richau et al.,2009) et les peptides (Kowalik-Jankowska
et al., 2007). Selon Pal et al. (2023), le Ni a une forte affinité avec le groupe imidazole qui se
retrouve dans la structure de I'histidine. L'histidine qui joue un rdle clé en tant que chélateur du
Ni enraison de la présence de groupes carboxyle, amino, et aussi de I’imidazole. Ce qui pourrait
entrainer une augmentation du transport du Ni au sein de la plante et entre ses différents organes

(Callahan et al., 2006).
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La biosynthese des phytochélatines peut étre induite par divers ETMs. Ces peptides riches
en cystéine sont capables de complexer les ETMs via leurs groupements thiol (-SH). Ils sont
principalement impliqués dans la détoxification du Cd, mais aussi de As, Hg, Zn, Pb et du Cu
(Seregin et Kozhevnikova, 2023). La biosyntheése des phytochélatines peut également étre
induite par la présence de Ni, mais les résultats concernant I'induction de la biosynthése des
phytochélatines par le Ni sont contrastés dans la littérature scientifique. Vatamaniuk et al.
(2000), ont rapporté une augmentation de la production de phytochélatines en présence de Ni**.
En revanche, Oven et al. (2002) n'ont pas observé d'augmentation de la biosynthése de ces
peptides suite & un traitement au Ni**. L’efficacité des différents ETMs pour stimuler
la biosynthése des phytochélatines fait I’objet de résultats contrastés dans la littérature
scientifique. Mais, un consensus se dégage quant a la hiérarchie de leur capacité a induire cette
biosynthése, qui diminuer selon l'ordre suivant : Cd*" > Ag* > Pb** > Zn*" > Cu** > Hg*"

(Clemens et Persoh, 2009; Cobbett, 2000).

Les diverses voies de détoxification, de chélation et de régulation du transport du Cd et
du Ni au sein des tissus pourraient expliquer les variations observées dans la capacité de
P. australis a accumuler ces deux ETMs. Ces différences d'accumulation pourraient, par
conséquent, influencer le degré de stimulation de 1'activité de la GPOx dans chaque organe.
Les phytochélatines peuvent participer non seulement a la détoxification, mais aussi au
transport des ETMs dans les plantes. D’apres Flisez al. (2016), méme en présence de complexes
ETM-phytochélatine dans le phloéme et le xyleme, les ETMs sont principalement transportés
via les tissus conducteurs sous forme de complexes avec des acides organiques. Le niveau
d'expression des geénes codant pour les phytochélatines peut varier entre les différents organes
végétaux et évoluer de maniere distincte en réponse a une exposition aux ETMs. Chez Brassica
juncea sous Cd, l'expression du geéne des phytochélatines s'est révélée plus élevée dans
les racines que dans les parties aériennes (Heiss ef al., 2003). En revanche, chez Helianthus

annuus sous Cd le schéma d'expression inverse a €t¢ observé (Zha et al., 2021).

Sous les doses mixtes, les résultats observés pour l'activité de la GPOx différent de ceux
enregistrés pour l'activité de la CAT. L'ajout de faibles doses de Cd100 ppb) €t Ni(120ppb) aux hautes
doses Ni(1000 ppm) €t Cd(1000ppm), respecti vement a engendré une 1égére stimulation de 1'activité de
la CAT dans les trois organes de P. australis comparativement a ces doses hautes individuelles
(un effet hormétique). En revanche, cette combinaison semble avoir induit une diminution de
l'activité de la GPOx dans les feuilles, et la stimuler dans les racines. Dans les tiges,

Cd(1000ppm) + Ni(120ppb) @ induit une activité supérieure a celle observée sous Cd (1000 ppm) seul,
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mais la dose mixte Ni (1000 ppm)+Cd (100 ppb) @ induit une activité inférieure a celle observée sous
Ni (1000 ppm) appliqué individuellement.

Ces résultats mettent en évidence une différence marquée dans la réponse de la CAT et de
la GPOx aux doses combinées. L'ajout de faibles doses de Cd (100 ppb) €t de Ni(120ppb) aux hautes
doses Ni(1000 ppm) €t Cd(1000ppm), respectivement a engendré un effet hormétique sur l'activité de
la CAT et de la GPOx dans tous les organes, sauf pour la GPOx dans les feuilles.

Dans les tiges, 1'ajout de Nii20 ppb) avait un effet hormétique sur la GPOx, mais pas I'ajout de
Cd(100 ppb)-

La GPOx présente une réponse plus variable, indiquant une régulation plus spécifique
selon l'organe. La diminution de la GPOx dans les feuilles sous les doses mixtes
comparativement aux doses simples pourrait indiquer un redéploiement de cette enzyme dans
les racines ou une moindre nécessité de cette enzyme dans la feuille.

P. australis est caractérisée par sa capacité a accumuler préférentiellement le Cd et le Ni dans
ses tissus racinaires. Donc le maintien d'une activité élevée de la GPOx dans les racines, pourrait
s'inscrire dans un mécanisme de défense visant a neutraliser les ERO. Elle pourrait aussi
contribuer a réduire la translocation du Cd et/ou du Ni via la voie apoplasmique vers les feuilles,
étant donné que la GPOx est impliquée dans la lignification des parois cellulaire.

Les lignines sont des hétéropolymeres phénoliques de la paroi cellulaire, la GPOx joue un rdle
clé dans la biosynthése des lignines impliquées dans le renforcement des parois cellulaires.
Ce processus de lignification constitue un mécanisme de défense des plantes contre les stress
induits par les excés d’ETMs, en limitant leur entrée dans les cellules (Barceld et al., 2004;
Loix et al., 2017).

De nombreuses études ont mis en évidence la capacité des cellules végétales a tolérer
la présence d'ETMs en modifiant la structure et la composition de leurs parois cellulaires.
Ces adaptations se manifestent par plusieurs mécanismes : Un épaississement des parois
cellulaires (Mehrabanjoubani et al., 2019). Une augmentation de la teneur en polysaccharides
pariétaux, favorisant l'adsorption des ETMs (Wang et al., 2019). Plusieurs constituants
pariétaux, tels que la cellulose, I'hémicellulose, et plus particuli¢rement la lignine et la pectine,
jouent également un rdle crucial dans la séquestration des ETMs comme le Cd et le Ni (Jia et
al.,2019; Lao ef al., 2023). La présence des groupes fonctionnels : hydroxyle (-OH), amino (-
NH:), amide (-CONH:) et carboxyle (-COOH) confére a la paroi cellulaire une capacité
significative d'adsorption et de séquestration des ETMs, contribuant ainsi a la tolérance de la
plante face au stress métallique (He et al., 2020).

Selon He ef al. (2020), I'exposition a des doses ¢€levées de Cd induit une redistribution de son
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accumulation au sein des compartiments cellulaires. Une augmentation de la séquestration du
Cd dans la paroi cellulaire est concomitante a une diminution de sa présence dans les organites
et la fraction soluble du cytoplasme. L'espeéce P. australis utilise diverses stratégies pour la
détoxification du Cd, notamment la rétention dans les racines, le dépot sur les parois cellulaires
et la liaison aux protéines et aux phytochélatines (Ederli et al., 2004; Xing, 2003). La plante
présente également une augmentation des dépdts de lignine et de l'activité antioxydante en
réponse a l'exposition au Cd (Ederli ef al., 2004). Des tendances similaires ont été observées
par Wu et al. (2019) pour le cuivre chez P. australis. Selon Kiipper et al. (2001),
la compartimentation est cruciale pour la tolérance et la détoxification du Ni. Le nickel qui est
souvent associé a des composés organiques, tels que le citrate, dans les vacuoles et les parois
cellulaires riche en lignine.

Dans la présente étude, l'activité de la GPOx et de la CAT sous Ni est généralement
supérieure a celle sous Cd dans les trois organes et pour les trois doses élevées testées (100 ;
500 ; 1000 ppm), a l'exception sous Cd (1000 ppm) Ou ’activité¢ de la GPOx dans les feuilles et
la CAT dans les trois organes été supérieure que sous Ni (1000 ppmy. A 1000 ppm, le Ni semble
atteindre un seuil de toxicité qui surpasse les capacités d'adaptation de P. australis. L'analyse
du ratio d'activité feuille/racine pour la CAT et la GPOx a révélé que l'activité enzymatique
dans les racines sous l'effet du Ni était de deux a trois fois supéricure a celle observée sous
l'effet du Cd. Ces résultats confirment que les mécanismes de toxicité et de tolérance différents
pour Ni et Cd. P. australis semble avoir une capacité d'adaptation plus €élevée au Nia des doses
modérées (Ni:100 ;500 ppm), mais elle pourrait ére plus efficace dans la gestion du stress
oxydatif induit par le Cd a forte dose Cd (1000ppmy)-

Lorsque la dose mixte testée est composée de quantités équivalentes de Cd et de Ni
([Cd] = [Ni] =100 ppm), comparativement aux traitements individuels correspondants Cd (100
ppm) €t N1 (100 ppm)- NOUs avons constaté que la dose mixte a entrainé une diminution de 'activité
enzymatique de la GPOx au niveau foliaire et une augmentation aux niveaux caulinaire et
racinaire. Ces résultats sont trés similaires a ceux de l'activité¢ de la CAT. L'effet antagoniste
entre le Cd et le Ni dans les feuilles indique que la combinaison des deux ETMs a ces doses
active moins ou inhibe davantage l'activit¢ de la GPOx et de la CAT. Nos résultats
d'accumulation du Ni et du Cd dans les différents organes de P. australis montrent que la dose
mixte inhibe plutdt plus 'activité, étant donné que l'accumulation de Cd et de Ni était supérieure
a celle observée sous les doses individuelles, et ce dans les trois organes.

Dans les tiges et les racines, un effet synergique a ét¢ constaté sur la GPOx et également pour

laCAT, bien que I'accumulation de Cd et de Ni ait été supérieure a celle observée sous les doses
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individuelles. Cela suggére que chaque ETM pourrait activer des voies de signalisation
distinctes qui ensemble conduisent a une surexpression de GPOx et CAT. Cette augmentation
d'activité dans les tiges et les racines, mais pas dans les feuilles, indique que P. australis
réoriente son systeme antioxydant dans les tiges et les racines, visant a contenir la toxicité des

ERO et a protéger les tissus photosynthétiques dans les feuilles.
4.4.3 Activité enzymatique de la glutathion-S-transférase GST

Le profil d'activité de la GST en réponse aux doses croissantes de Cd et de Ni ainsi qu'aux
doses mixtes s'est avéré similaire a celui observé pour l'activité¢ de la CAT et de la GPOx.
L'activité de la GST dans les trois organes a ¢été dose-dépendante, augmentant avec
l'accroissement des doses de Cd et de Ni appliquées.

Sous les faibles doses de Cd et de Ni, et comparativement aux résultats du groupe témoin,
les différences n'ont pas été significatives, mais une trés faible augmentation d'activité a été
observée. Cette faible augmentation sous les faibles doses de Cd et de Ni démontre la sensibilité
du systeme de défense antioxydant (CAT, GPOx et GST) de P. australis, capable de détecter
et de réagir méme a de faibles niveaux de Cd et de Ni. L'absence de différences significatives
sous ces faibles doses par rapport au témoin suggere l'existence d'un seuil de tolérance en
dessous duquel P. australis ne déclenche pas de réponse marquée. En revanche, pour les fortes
doses de Cd et de Ni (100, 500 et 1000 ppm) et les doses mixtes, une augmentation significative
a ¢té observée. L'augmentation de l'activité GST avec l'accroissement des doses de Cd et Ni
démontre la capacité de P. australis a ajuster sa réponse défensive en fonction de l'intensité du
stress.

Nos observations sont en accord avec celles d’Iannelli et al. (2002), ou leur étude a mis
en ¢vidence une augmentation de l'activité GST dans les feuilles et les racines de plantes
exposées a 50 uM de CdSOs, comparativement aux plantes témoins. Ces résultats sont
corroborés par Pietrini et al. (2003), qui ont constaté des effets similaires dans les feuilles de
P. australis soumises a des concentrations de 50 pM et 100 uM de CdSOs. Ederli et al. (2004),
ont observé aussi une augmentation d’activité dans les racines de plantes exposées a 100 uM
de CdSO4pendant une période de 21 jours. Chez le blé, Gajewska and Sktodowska (2008) ont
observé une forte augmentation de l'activité de la GST dans les tissus racinaires et caulinaires
en réponse au stress induit par le Ni (100 et 200 pM). L'isolement dun ADNc (ADN
complémentaire synthétisé artificiellement a partir de ' ARN messager) codant pour la gamma-
glutamylcystéine synthétase (GCS) (enzyme précurseur de la synthése de la GSH) a partir de

P. australis, met en évidence le potentiel de cette plante a résister aux sols contaminés par des
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ETMs. Cette résistance serait due a la régulation positive des GSTs et d’autres enzymes
impliquées dans la synthése des phytochélatines (Wu et al., 2022). Une étude menée par Dixit
et al. (2011) a mis en évidence que les plants de tabac surexprimant le géne GST (TvGST)
manifestaient une résistance accrue au Cd. Cette tolérance améliorée se traduisait par
une accumulation réduite de Cd dans les tissus végétaux et une diminution de la peroxydation
lipidique. Selon Gao et al. (2020), la capacité de tolérance des plantes aux ETMs est attribuée
a leur aptitude a ajuster 'activité de la GST et a l'augmenter en réponse a l'accroissement de
la concentration en ETM dans le milieu. Zhang and Ge (2008), ont mis en évidence une relation
étroite entre le niveau de Cd dans le milieu et la teneur en Glutathion (GSH) ainsi que l'activité
de la GST. Selon Dalton ef al. (2009), la GST agit en catalysant la conjugaison du GSH avec
des composés électrophiles toxiques, ce processus aboutit a la formation des complexes qui
peuvent étre soit expulsés de la cellule, soit séquestrés dans la vacuole.

Dans notre étude, sous le stress oxydatif induit par les doses élevées de Cd et de Ni,
la production des ERO, comme le peroxyde d'hydrogéne (H20>), le superoxyde (O2e-) et
le radical hydroxyle (OH¢), augmente significativement. Cette augmentation des ERO agit
comme un signal déclencheur, induisant une €élévation des taux de GST dans les trois organes
de P. australis. L'induction de l'activité de la GST inter-organe a été similaire a celle de la CAT
et de la GPOx. Elle était plus élevée dans les racines que dans les feuilles et les tiges, suivant
l'ordre : Racine > Feuille > Tige. Celas'explique par le fait que les racines constituent le premier
site d'interaction et d'absorption du Cd et du Ni. L'activité ¢élevée de la GST dans les racines
peut étre interprétée comme une tentative pour limiter l'absorption excessive de Cd et de Ni,
et/ou pour détoxifier rapidement ces ETMs une fois absorbés. Cette activité pourrait également
contribuer a minimiser leur translocation vers les parties aériennes. L'augmentation de l'activité
dans les feuilles avec les doses indique qu'une partie du Cd et du Ni est tout de méme transférée
aux parties aériennes. L'activité plus faible dans les tiges pourrait refléter le role de cet organe
principalement comme tissu de transport, avec moins d'accumulation que dans les racines ou
les feuilles.

Nos résultats montrent que P. australis déploie une réaction antioxydante synchronisée et
coordonnée (impliquant la CAT, la GPOx et la GST) en réponse au stress métallique induit par
le Cd et le Ni. La différence entre l'activité de la GST et celles de la CAT et de la GPOx dans
laprésente étude réside dans le ratio feuille/tige. Ce ratio était plus faible pour la GST, se situant
entre 29-30% et 30-33% sous les faibles doses de Cd et Ni respectivement, et entre 19-20% et
20-24% sous les hautes doses de Cd et de Ni respectivement. L'activité de la GST a été plus

induite dans les racines que dans les feuilles, comparativement a la CAT et la GPOx.
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Cela suggere que, chez P. australis, la GST joue un role différent de celui de la CAT et de
la GPOx. Etant donné que la GST catalyse la conjugaison du GSH avec les ETMs, lesquels
peuvent étre séquestrés dans la vacuole, on peut en déduire que la GST contribue directement
au processus de détoxification du Cd et du Ni dans les racines. Enrevanche, la CAT et la GPOx
semblent davantage impliquées dans la régulation du stress oxydatif et des ERO générées par
laprésence de Cd et de Ni.

Selon Lauritano et al. (2021), les GSTs sont des enzymes de détoxification de phase II qui
jouent un role central dans la protection de I'ADN et des protéines contre les dommages en
catalysant la conjugaison du glutathion (GSH) a divers composés électrophiles comme
les ETMs. Les enzymes de phase II font référence aux enzymes catalysant les réactions de
conjugaison, telles que la GST et l'uridine diphosphate glycosyltransférases (UGT) (Zhang,
2011). Alors que les GST sont principalement impliqués dans les processus de détoxification,
des enzymes de phase I comme la CAT et la GPOx sont directement responsables dans la lutte
contre le stress oxydatif en éliminant les ERO et en maintenant I'homéostasie cellulaire (Rajput
etal,2021).

Les glutathion S-transférases (GSTs) appartiennent a une famille d'enzymes
multifonctionnelles et constituent 1'une des familles d'enzymes détoxifiantes les plus
importantes dans la nature. Chez les végétaux, les analyses récentes ont montré qu'il existe dix
classes différentes de GST : GSTU (Tau), GSTF (Phi), GSTL (Lambda), GSTT (Theta), GSTZ
(Zeta), DHAR (déhydroascorbate réductase), TCHQD (tétrachloro hydroquinone
déshalogénase), EF1By (facteur d'¢longation 1B), hémérythrine et lota (Hernandez Estévez et
Rodriguez Hernandez, 2020). Chez les végétaux, la majorit¢ des GSTs appartiennent aux
classes GSTU (Tau) et GSTF (Phi), avec une présence moins importante des classes DHAR et
Lambda (Hernandez Estévez et Rodriguez Herndndez, 2020). Les GSTs sont impliqués dans
divers événements intracellulaires comme, la protection des plantes contre les dommages
causés par l'ozone, la détoxification des herbicides et les ETMs, ainsi que dans divers aspects
du développement des plantules, notamment I'élongation des hypocotyles et 1'accumulation
d'anthocyanes (Dixon et Edwards, 2010; Hernandez Estévez et Rodriguez Hernandez, 2020).
Selon Ju-Chen (2021), le role des GSTs ne se limitent pas a 1'élimination des sous-produits
toxiques issus de la peroxydation lipidique, mais pourraient également participer au transport
des complexes phytochélatine- ETM vers la vacuole. Pflugmacher et al. (1999) ont étudié
l'activité antioxydante chez P. australis collecté dans un lac pollué. Ils ont constaté que cette
espece présente des enzymes de détoxification de phase I (glutathion peroxydase : GPx, GPOx
; 7-éthoxyrésorufine O-dééthylase : EROD) et de phase II (glutathion S-transférase : GST),
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avec les activités les plus élevées observées dans les racines et les feuilles. En revanche,
les tiges présentent des activités enzymatiques plus faibles.

Cette tendance d’induction différentiel de la GST, la GPOx et la CAT inter-organe est tres
similaires a nos résultats enregistrés sous Cd et Ni. Elle est dii 2 une accumulation différentielle
du Cd et Ni de dans les trois organes ¢étudiés. Cette accumulation différentielle crée alors des
niveaux contrastés de stress oxydatif selon les organes, nécessitant une induction variable pour
y faire face efficacement.

Sous I'effet de fortes doses de Cd, l'intensité de 1'induction des trois enzymes (CAT, GPOx et
GST) a augmenté proportionnellement a l'accroissement des doses dans les trois organes
¢tudiés. En revanche, pour les fortes doses de Ni, la réponse enzymatique différe. L'induction
de la GST continue d'augmenter sous Ni (1000 ppm), contrairement a la CAT et a la GPOx
(particulierement dans les feuilles) pour lesquelles une diminution est enregistrée a cette méme
dose, apreés un pic observeé sous Ni (500 ppm)-

Cette modulation de I’activité du system antioxydant suggere un role continu de la GST dans
la détoxification du Ni, méme a trés fortes concentrations. La diminution de ’activité dela CAT
et la GPOx a 1000 ppm de Ni pourrait indiquer une possible toxicité du Ni sur ces enzymes a
trés forte concentration, une saturation du systéme antioxydant face a un stress métallique
extréme, ou un potentiel changement de stratégie de défense, privilégiant la détoxification
directe via la GST plutdt que la gestion des ERO a tres forte dose.

Sous les hautes doses de Cd et Ni (100, 500 et 1000 ppm), P. australis semble utiliser
la GST plus pour le transport et la séquestration des complexes phytochélatine-Cd ou Ni vers
la vacuole, particuli¢rement dans les tissues racinaires. La CAT et la GPOx sont davantage
orientées vers la neutralisation des ERO dans tous les organes. Pietrini et al. (2003) ont montré
que sous CdSO4 a 50 et 100 uM, la CAT a augmenté dans les feuilles de P. australis, mais
la GST a diminué. Malgré le fait que 1'étude de Pietrini ef al. (2003) a testé de faibles doses de
Cd et n'a pas évalué l'activité de la CAT et de la GST dans les racines, les résultats confirment
en partie notre hypothese. La diminution de l'activité de la GST observée dans les feuilles
pourrait étre une stratégie de défense adaptative ou la plante priorise la détoxification du Cd et
du Ni dans les racines par la GST.

Sous les doses mixtes Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb) €t Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm), COMparativement aux
expositions individuelles Cd (1000 ppm) €t Ni 1000 ppm), l€s résultats observés pour l'activité¢ de
la GST ont été plus similaires a ceux de la CAT (un effet hormétique dans les trois organes)

qu'a ceux de la GPOx. Globalement, 1'ajout de faibles doses semble avoir affecté positivement

186



Chapitre III Expérimentations et discussions des résultats

l'activité de la GST dans les trois organes, bien que l'induction d'activité sous la dose mixte

Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm) @ €t€ tres similaire a celle obtenue sous la dose simple Ni (1000 ppm).

La réponse différentielle de la GST et de 1a CAT par rapport a celle de la GPOx suggere

l'existence d'une régulation enzymatique coordonnée chez P. australis. Cette variabilit¢ dans
la réponse pourrait s'expliquer par des seuils d'activation distincts et une sensibilité spécifique
aux signaux cellulaires induits par diverses combinaisons de Cd+Ni. L'effet des doses
combinées ait été principalement dominé par celui des fortes doses, mais la présence de faibles
doses semble induire une activité¢ plus élevée de la GST comparativement aux doses
individuelles ¢élevées. Ce phénomene pourrait s'expliquer par un effet hormétique (faibles
doses) qui atténue I’effet toxique (hautes doses), ou les faibles doses ajoutées auraient
potentiellement déclenché des voies de signalisation supplémentaires, entrainant une
surexpression ou une stimulation de la GST.
De nombreuses études ont démontré que 1'effet hormétique du Cd et du Ni sur les enzymes
antioxydantes, la photosynthése et la croissance végétale est dose-dépendant et varie selon
les especes et les tissus végétaux (Jalal et al., 2021; Jia et al., 2015). Selon Matkowski et al.
(2019), le Cd et le Ni, lorsqu'ils sont présents a faible dose, peuvent avoir un effet hormétique
sur les plantes en stimulant la croissance. Cette réponse hormétique peut également s'étendre a
l'activité de certaines enzymes impliquées dans les mécanismes de réponse au stress aux ETMs,
comme la GST, CAT et GPOx, la superoxyde dismutase (SOD), 1'ascorbate peroxydase (APX)
et la glutathion réductase (GR).

Quant aux résultats sous la dose mixte Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm), I’effet semble étre plus
dominé par I’ effet de la dose Ni (100 ppm). Les résultats ont été trés proche a celle enregistré sous
la dose simple Ni (100 ppm) 00 I'induction de I’activité a été plus que le double que sous
Cd (100 ppm) et cela dans les trois organes. Comparativement aux doses simples, la dose mixte
Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm) @ induit une activité différentielle de la GPOx, de la CAT et de la GST.
Elle a entrainé une diminution de 1'activité de la CAT et de la GPOx au niveau foliaire,
phénomene potentiellement attribuable a un dépassement des capacités antioxydantes foliaires
face au stress combiné. L'augmentation de l'activité de la CAT et de la GPOx aux niveaux
caulinaire et racinaire suggere un effet synergique du Cd et du Ni, induisant un stress oxydatif
plus important. Cette réponse pourrait refléter une stratégie adaptative de P. australis visant a
protéger les organes inférieurs, afin de maintenir 1'absorption des nutriments et de limiter
la translocation des ETMs.

En ce qui concerne la GST sous la dose mixte, son activité a augmenté dans les trois organes

comparativement a la dose simple de Cd (100 ppm). Cette augmentation est positivement corrélée
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a I'accroissement de I'accumulation de Cd, qui s'est avérée neuf fois supérieure dans les feuilles
et cinq fois supérieure dans les racines. En revanche, comparativement a la dose simple de
Ni (100 ppm), Une augmentation importante de l'activité de la GST a été observée dans les racines.
Cette réponse enzymatique est attribuable a une accumulation de Ni quatre fois supérieure.
Parall¢lement, I'augmentation de 1'activité de la GST dans les racines, couplée a une diminution
marginale dans les feuilles et les tiges malgré une accumulation plus importante de Ni, suggere
que la GST joue un réle plus important dans la neutralisation du Ni au niveau racinaire. Ou sa

indique que ces organes aériens utilisent d'autres mécanismes de défense.
4.5 Corrélation entre les différentes réponses métaboliques et enzymatiques

La réponse des plantes au stress métallique est un processus complexe impliquant
une coordination entre divers parametres métaboliques et enzymatiques, ainsi qu'entre
les différents organes de la plante. Dans cette partie, nous discutons les relations entre
les différents parameétres métaboliques et enzymatiques mesurés dans les différents organes de
P. australis soumise a différentes doses (faibles et fortes, simples et combinées) de Cd et Ni.
Cette partie vise a évaluer et mettre en évidence d'éventuelles relations, synergies ou

antagonismes dans leur régulation métabolique et leur réponse enzymatique.

Chez les plantes témoin, on a observé de tres fortes corrélations positives entre les teneurs
en protéines dans les trois organes des plantes, de méme qu'entre les teneurs en lipides, et
¢galement entre les teneurs en lipides et en protéines. En ce qui concerne la corrélation entre
les paires de 1'activité du systéme antioxydant entre eux et avec les variables métaboliques, une
forte corrélation a seulement été observée entre GST F/ GST T et GST F/ GST R.
Celamontre qu’en conditions normales P. australis maintien un équilibre protéique et lipidique
dans tous leurs organes. La corrélation entre les teneurs en lipides et en protéines indique
un équilibre métabolique global dans la plante, ou la synthése des protéines et des lipides est
régulée de maniere coordonnée. L'absence de corrélations significatives entre les activités
enzymatiques antioxydantes et les teneurs en chlorophylle, protéines et lipides montre que, dans
des conditions normales ou en I'absence de stress, ces systémes fonctionnent de manicre plus
ou moins indépendante. Concernant la corrélation positive observée entre l'activité de la GST
dans les feuilles et celle dans les tiges et les racines, elle pourrait étre liée au role de cette
enzyme dans d'autres mécanismes physiologiques.

Selon Lin et al. (2020), au-dela de leur rdle dans le systéme antioxydant, les GST jouent un role
dans le métabolisme normal des métabolites secondaires des plantes comme les anthocyanines,

qui constituent une sous-classe de flavonoides synthétisés dans le cytosol et transférés dans
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lavacuole responsable la coloration (rouge-violet) chez les végétaux. Les GST sont considérées
comme responsables du transport des anthocyanines dans la vacuole (Jiang et al., 2019).
Les GST végétales sont majoritairement cytosoliques et peuvent représenter jusqu'a 2 % des
protéines solubles (Pascal et Scalla, 1999). Selon Bilang and Sturm (1995), plusieurs GST sont
inductibles par I'auxine, elles se lient aux auxines en tant que ligands et non comme substrats,
ainsi qu'elles participent a leur transport. L’auxine qui favorise la formation de racines
adventives en stimulant a la fois la division et la différenciation cellulaire au niveau des
primordium radicaux (Lorbiecke et Sauter, 1999; Otiende ef al., 2021).

Dans les plantes témoins de P. australis, la corrélation positive observée entre les niveaux de
GST dansles feuilles et les racines pourrait donc étre due aurdle de transport des anthocyanines
du cytosol a l'intérieur de la vacuole dans les feuilles et au transport de I'auxine entre les tissus

racinaires.

Les corrélogrammes des faibles doses de Cd montrent une inversion de la corrélation
entre la chlorophylle (Chl) et les protéines (Prot F, T, R), ainsi qu'entre la chlorophylle et
les lipides, par rapport au groupe contrdle. Bien que non significative, cette inversion suggere
une réponse métabolique chez P. australis. La corrélation négative non significative observée
entre la chlorophylle et le contenu en lipides et protéines peut €tre due a cette réponse.
Une perturbation de la biosynthése de la chlorophylle peut engendrer une stimulation de
la synthése des phytochélateurs pour protéger les feuilles et les chloroplastes.
Quant a la corrélation négative avec les lipides sous les faibles doses de Cd, elle pourrait étre
due a un effet dhormeése pour le renforcement des parois cellulaires, le maintien de
I'homéostasie cellulaire et le contrdle de l'entrée du Cd.

Le plus marquant, comparativement au corrélogramme du groupe controle, c'est que
la corrélation entre le contenu en protéines et en lipides, ainsi que le contenu inter-organe de
chaque métabolite, devient non significative, voire négative entre certaines paires, sauf entre
Prot F/Lip (F, T et R). Ce changement suggere qu'il y avait un réajustement des processus
métaboliques, pouvant résulter d'une réorientation du métabolisme pour faire face au stress,
méme s'il a ét¢ minime. En effet, des corrélations négatives significatives apparaissent entre
les protéines, les lipides et certaines enzymes, notamment la CAT sous Cdo ppb) et
la GPOX sous Cdgo ppb) €t Cdoo ppby, Ces corrélations négatives montrent que lorsque
la synthése des protéines et des lipides diminue, 'activité de ces enzymes antioxydantes

augmente.

189



Chapitre III Expérimentations et discussions des résultats

Par rapport au groupe contrdle et comme sous les faibles doses de Cd, I'exposition au Ni

a entrainé aussi des modifications dans les corrélations entre les différents métabolites et
les enzymes.
La relation chlorophylle/protéines et chlorophylle/lipides sous les faibles doses de Ni
demeurent positives comme chez les plantes témoins, et deviennent méme positivement
significatives a Ni (6 ppb). Cependant, cette corrélation devienne neutre a Ni (120 ppb), Ce qui
contraste avec les corrélations a faibles doses de Cd, ou la corrélation passe de positive a
négative. Cela montre que le Ni et le Cd ont des modes d'action différents sur les voies
métaboliques et par conséquence les relations entre le contenu en chlorophylle, en protéines et
en lipides.

Selon Boddi et al. (1995), le Cd est un élément toxique il pourrait remplacer le Mg?* dans
les molécules de chlorophylle et exercer une action directe sur les enzymes impliquées dans
la biosynthése chlorophyllienne. Il inhibe la production d'acide amino-lévulinique, l'activité
enzymatique de la protochlorophyllide réductase et de la chlorophylle synthase (Hayat et al.,
2021; MySsliwa-Kurdziel et Strzatka, 2002). Contrairement au Cd, le Ni contribue a la
biosynthése et a la protection de la chlorophylle (Polacco et al., 2013). 11 joue un role clé dans
le métabolisme de l'azote, il est un cofacteur essentiel de l'enzyme uréase, qui hydrolyse l'urée
en dioxyde de carbone et ammoniac. Cela permet d'éviter 1'accumulation toxique d'urée et de
recycler l'azote issu de la dégradation des composés azotés (Mazzafera et al., 2013). L'azote
produit par 'action de I'uréase est ensuite assimilé dans la synthése des acides aminés comme
le glutamate, qui sont les précurseurs de la biosynth¢se de l'acide 5-amino-lévulinique,
molécule initiatrice de la voie de biosynthése de la chlorophylle (Nimra Atta et al., 2024).
Cela explique parfaitement la corrélation positive observée entre la chlorophylle et
les protéines. En effet, la présence de Ni stimule le recyclage de 1'azote issu de la dégradation
des composés azotés en acides aminés et en enzymes, qui seront ensuite utilisés dans
le processus de la biosynthése chlorophyllienne. Quant a la corrélation positive mais non
significative entre la chlorophylle et les lipides a ces faibles doses, elle peut s'expliquer par
le réle indirect du Ni sur le métabolisme lipidique dans les chloroplastes.

En améliorant le recyclage de l'azote, la synthése de protéines, y compris les enzymes, et en
minimisant la quantité¢ d'urée toxique, le Ni peut indirectement permettre une meille ure activité
des enzymes responsables de la biosynthése des lipides membranaires des chloroplastes et des
thylacoides, favorisant ainsi la biosynthése de la chlorophylle. Selon Ahmad and Ashraf (2011),
le besoin en Ni varie considérablement entre les espeéces végétales. Chez les especes qui

souffrent d'une carence en Ni, il y a une accumulation d'urée toxique aux extrémités des feuilles
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en raison de la diminution de 1'activité de I’'uréase. Le N1 joue un role important dans l'activation
du systéme glyoxalase, un systéme enzymatique responsable de la dégradation du
méthylglyoxal (pyruvaldéhyde et 2-oxopropanal), un puissant composé cytotoxique produit
naturellement par le métabolisme cellulaire lors de la glycolyse, la peroxydation des lipides et
dans des conditions de stress (Ghosh et al., 2016; Sankaranarayanan et al, 2017).
Wood et al. (2006) ont montré que parmi les symptomes de la carence en Ni figure
le développement d'une chlorose foliaire prématurée pouvant s'étendre a la nécrose de feuilles

entieres et/ou des extrémités des folioles.

Sous I'effet duNi et comparativement aux résultats sous Cd et au contrdle, des différences
concernant la corrélation entre les métabolites et le systéme antioxydant ont également ¢t é
observées. A quelques exceptions prés dans les tiges et les feuilles, sous l'effet du Cd, toutes
les corrélations significatives observées ont ét¢ négatives : CAT/Lip et Prot, ainsi qu'entre
GPOX/Lip et Prot, mais aucune corrélation significative n'a été trouvée entre GST/Lip et Prot.
Comme dans le groupe contrdle, sous l'effet du Ni, aucune corrélation significative n'a été
observée entre CAT/Lip et Prot, sauf entre CAT T/Lip T. L'absence de corrélation significative
montre que le Ni chez P. australis n'engendre pas de déséquilibre ou d'excés en ERO
susceptibles d'attaquer les lipides et les protéines. Les ERO comme le peroxyde d'hydrogene
(H202) qui pourraient étre décomposées en eau et en dioxygene par la CAT.

Pour la relation GST/Lip et Prot sous Ni, les corrélations étaient différentes de celles sous Cd
et du controle. Les corrélations variaient selon la dose de Ni : positives mais non significatives
sous Ni 30 ppb), positives et significatives sous Ni (60 ppb), €t négatives mais significatives
uniquement entre GST R/Lip R sous Ni (120 ppb)-

La corrélation positive et I’évolution dose-dépendante sous I’effet du Ni indiquent un réle de
la GST qui va au-dela de la simple réponse antioxydante. Par son réle dans I'amélioration du
recyclage de l'azote issu de la dégradation des composés azotés en acides aminés et protéines,
ainsi que dans la diminution de la quantité d'urée toxique, la GST peut indirectement permettre
une meilleure activité des enzymes responsables de la biosynthése des lipides.

Pour la relation entre GPOx/Lip et Prot, a Ni (30 ppb), les corrélations étaient globalement non
significatives. Cela montre que la GPOx ne semble pas étre liée aux changements dans
les contenus en lipides et en protéines a cette dose. Ces derniers sont donc probablement
synthétisés normalement, sans stress particulier, comme chez les plantes témoins non exposées
au Ni. Sous 60 ppb de Ni, la corrélation positivement significative entre GPOx F/Lip et Prot,
indique une coordination étroite entre 1'activité de la GPOx et la synthéese des lipides et protéines

dans les feuilles. Sous 120 ppb de Ni, la corrélation devient non significative entre 'activité de
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la GPOx et les teneurs en protéines. Mais elle reste positivement significative entre 1'activité de
la GPOx des racines et les teneurs en lipides racinaires GPOx R/ Lip R.

Ces différences de corrélation entre les trois faibles doses de Ni (30, 60 et 120 ppb) indiquent
que la coordination entre l'activité de la GPOx, les teneurs en lipides et en protéines pourrait
étre un mécanisme permettant de maintenir 1'homéostasie cellulaire chez P. australis en
présence de niveaux variables de Ni. Le maintien de la corrélation positive entre GPOx et
lipides dans les racines a 120 ppb pourrait représenter une réponse préventive pour préserver
l'intégrit¢é des membranes racinaires, en cas d'une accumulation plus importante de Ni dans
les racines.

Le Ni est un microélément présent dans les sites actifs de plusieurs enzymes chez les plantes.
Une stimulation modérée de l'activit¢ GPOx par le Ni ne serait pas nécessairement liée a
une réponse antioxydante, mais pourrait refléter un role de ces enzymes dans la régulation de
processus métaboliques. Aux faibles doses testées dans la présente étude, le Ni pourrait stimuler
la synthése de la GPOx, qui jouerait alors un role différent de sa fonction antioxydante.
Les GPOx se trouvent dans les cytoplasme et 'apoplasme, elles sont impliquées dans une large
gamme de processus li€s a la croissance et au développement des plantes, autres que la réponse

au stress oxydatif (Csiszar et al., 2012; Dragisi¢ Maksimovi¢ et al., 2008; Loix ef al., 2017).

Sousles hautes doses (100, 500 et 1000 ppm), les corrélations entre les paires de variables
changent selon ’ETM et la dose de Ni et de Cd, ce qui indique que P. australis ajuste sa réponse
métabolique et enzymatique en fonction de l'intensité du stress.

L'absence de corrélation significative entre Chl/ Prot, Lip et CAT sous les trois hautes doses de
Cd et de Ni ne signifie pas nécessairement une régulation indépendante de ces variables. Cela
pourrait indiquer que la relation n'est pas linéaire ou n'est pas suffisamment forte pour étre
détectée. Les variables Chl, Prot, Lip et CAT peuvent étre liés par des voies métaboliques
intermédiaires ou des facteurs de régulation communs sans nécessairement créer une corrélation
linéaire directe entre elles. Selon Gu ef al. (2024), les familles de facteurs de transcription bZIP
et WRKY sont deux importantes régulateurs chez les végétaux. Elles régulent divers processus
liés au développement et a la réponse au stress. Ces facteurs de transcription sensibles au stress
peuvent réguler simultanément l'expression de geénes impliqués dans la synthése de
chlorophylle, de protéines de stress et d'enzymes antioxydante. La biosynthése de
la chlorophylle et les systémes antioxydants des plantes sont interconnectés par des métabolites
intermédiaires. Les précurseurs de la chlorophylle, en particulier les porphyrines libres peuvent
générer des ERO lorsqu'ils regoivent la lumiére, ce qui nécessite des mécanismes de régulation

efficaces pour empécher leur accumulation (Brzezowski et al., 2015).
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Les plastoglobules, particules de lipoprotéines associées aux thylakoides, jouent un rdle crucial
dans l'allocation des transporteurs d'¢lectrons et des antioxydants lipidiques aux membranes,
contribuant a la synthése et au métabolisme des antioxydant (Shanmugabalaji et al., 2022).

La variable chlorophylle semble ne pas dépendre aussi directement de l'activité de
la GPOx sous les trois hautes doses de Cd et de Ni, sauf sous la dose Ni (500 ppm) OU elle a été
significativement positive dans les feuilles et sous Cd (s00 ppm) OU elle était significativement
négative dans les racines. Les différences de corrélation organe et ETM montrent que sous
500 ppm, le Ni peut avoir un effet plus phytotoxique dans les feuilles que dans les racines.
Le Ni est relativement mobile dans la plante et peut étre transporté depuis les racines vers
les parties aériennes via le xyléme, ce qui provoque une diminution de la teneur en chlorophylle
et impacte directement la synthese de la GPOx dans les feuilles. Par contre, sous Cd (500 ppm),
P. australis augmente probablement l'activité de la GPOx dans les racines afin de participer a
la neutralisation des ERO et/ou a la séquestration du Cd. La GPOx qui est impliquée dans
la synthése de lignine, ce qui peut contribuer a l'immobilisation du Cd dans les parois

cellulaires, limitant sa toxicité et sa translocation.

Pour la GST, seule une relation positivement significative a été observée entre Chl/GST
sous Cd (100 ppm) €t aussi sous Ni (500 ppm). Cela montre que non seulement le Cd et le Ni impactent
différemment les relations entre la chlorophylle et l'activité enzymatique du systéme
antioxydant, mais aussi que l'effet est dose-dépendant. Cette différence peut s'expliquer par
le role physiologique du Ni et la toxicité¢ du Cd.

Concernant la relation entre le contenu en protéine et lipide dans les trois organes et aussi et
entre le contenu en protéine et en lipide (Prot/Lip) une corrélation positive significative a été
observé sous tous les doses sauf sous la fiable dose Ni(i00 ppm) Ou nous avons constaté des
corrélations négatives mais non significative particulierement entre le contenu en protéine dans
les racines avec celui dans les tiges et les feuille (Prot R / Prot F et Prot T) aussi entre le contenu
en lipide dans les feuilles avec celui dans les racines (Lip F /Prot R).

Sous 500 et 1000 ppm de Cd et Ni, la corrélation positive significative entre le contenu en
protéines eten lipides dans les trois organes indique que ces contenus diminuent ou augmentent

de facon concomitante.

Dans le groupe témoin et sous les faibles doses de Cd et Ni, la corrélation positive entre
Prot/Prot et Lip/Lip et Prot/Lip peut étre attribuée a une condition normale de non-stress chez
P. australis, qui maintient un équilibre protéique et lipidique dans tous ses organes, ou

la synthése est régulée de maniere coordonnée. En revanche, sous les hautes doses
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particulierement 500 et 1000 ppm, cela indique plutét une diminution de la teneur due a
un dépassement du systéme de défense contre le Cd et le Ni.

Sous la dose de Ni (100 ppm), les corrélations négatives indiquent probablement que P. australis
utilise plutot les phytochélatines pour séquestrer le Ni et réduire la peroxydation lipidique, que
les enzymes CAT, GPOx et GST qui semblent moins corrélées avec les protéines et les lipides.
Ces enzymes du systéme antioxydant semblent plus corrélées avec le contenu en protéines et
en lipides sous les autres hautes doses, afin de faire face aux effets secondaires de Cd et au Ni,
comme la génération d'ERO. Cela suggere que, sous 100 ppm de Ni, la réponse est
principalement médiée par des voies enzymatiques. Pareil sous 100 ppm de Cd, ou la relation
entre le contenu en Prot/Lip n'est pas significative, contrairement a ce qui est observé sous 500
et 1000 ppm de Cd.

Une autre différence par rapport aux corrélogrammes de 500 ppm est que, sous 1000 ppm de
Cd et de Ni, une corrélation négative significative a été¢ observée entre l'activité de la GPOx
dans les tiges et le contenu en protéines et lipides (GPOx T / Prot et Lip ). Cela pourrait étre di
au fait qu'a ces hautes doses, les mécanismes de détoxification ne sont pas suffisants pour
maintenir l'intégrité des protéines et des lipides, qui subissent des dommages oxydatifs
importants. Dans ce contexte de stress trés intense, P. australis peut adopter une stratégie de
protection des tiges, qui ont accumulé moins de Cd et de Ni que les racines, afin de maintenir
un minimum d'activité physiologique pour la reproduction végétative, si les conditions

stressantes deviennent moins fortes.

Comparativement aux doses individuelles, 1’addition de faibles doses de Cd (100 ppb) €t de
Ni (120 ppby au Ni (1000 ppm) €t au Cd (1000 ppm), respectivement semble légerement modifier
les corrélations, qui deviennent non significatives entre Prot/Lip, mais qui restent positives.
Ce changement montre que 1’ajout de faibles doses de Cd et de Ni aux fortes doses peut activer
d’autres voies métaboliques, affectant différemment la synthése ou la dégradation des protéines
et des lipides, modifiant par conséquent les liens entre le contenu en protéines et lipides.
Sous Cd (1000 ppm) + N1 (120 ppb), toutes les relations entre Prot/CAT, GPOx et GST, ainsi que
CAT/GST, deviennent non significatives. La différence la plus importante est que la relation
Chl/Prot et Lip devient positive apres avoir €té négative sous la forte dose de Cd a 1000 ppm.
Ces différences pourraient étre liées au role physiologique du Ni. Le Ni, en tant que
micronutriment, pourrait a faible dose stimuler des mécanismes de protection du systéme
photosynthétique ou d'autres voies métaboliques impliquées dans la biosynthése de

la chlorophylle, contrebalangant et atténuant partiellement les effets négatifs de la haute dose
de Cd.
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Sous la dose mixte Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm), la corrélation entre Lip/GPOx devient non
significative, a l'inverse de Prot/ GPOX, qui demeure similaire que sous la dose forte simple
Ni (1000 ppm)- Cela montre que I’ajout de Cd modifier la relation entre Lip/ GPOx et pas entre
Prot/ GPOx. Cela pourrait indiquer également que, la régulation de l'activité¢ de la GPOx est
plus étroitement li¢e aux protéines qu'aux lipides. La présence de Cd, méme a faible dose, peut
modifier les voies métaboliques qui impliquent les lipides, réduisant ainsi l'interaction entre
les lipides et GPOx. Par contre, I'interaction entre GPOX et les protéines reste stable, suggérant
que les protéines continuent de jouer un role central dans la réponse antioxydante médiée par
la GPOx. La corrélation négative observée entre CAT T/GPOx F suggere une répartition des
roles entre ces deux enzymes dans les différentes parties de la plante. Cela pourrait étre expliqué
par le fait que P. australis active les enzymes de mani¢re complémentaire, mais différente dans
les feuilles et les autres tissus. L'activation de la CAT dans certaines parties de la plante pourrait
réduire le besoin d'une activité élevée de la GPOx dans les mémes tissus, ou vice versa, afin
d'équilibrer la réponse antioxydante.

Par contre, la corrélation positive entre CAT R/GST R suggeére une co-régulation de ces deux
enzymes dans les racines. La présence de Cd, méme a faible dose, pourrait envoyer un signal
aux racines de P. australis, déclenchant une réponse coordonnée de la CAT et de la GST pour

renforcer le syst¢tme de défense antioxydant ou méme pour d'autres roles physiologiques.
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5 Conclusion

L'étude des effets du cadmium et/ou du nickel sur les paramétres métaboliques, ainsi que
I'é¢valuation de la réponse du systtme antioxydant et la corrélation entre les parameéetres
métaboliques et enzymatiques, ont montré que P. australis module sa réponse en fonction de
l'intensité du stress métallique, du type d'ETM, et de la quantité de Cd et de Ni accumulée dans
chaque organe. P. australis semble activer les enzymes du systéme antioxydant de maniére
complémentaire, avec une co-régulation différenciée selon les tissus, afin d'équilibrer la réponse
antioxydante et de lutter contre les EROs générées apres 1'accumulation différentielle de Cd et
de Ni dans les feuilles, tiges et racines.

La teneur en chlorophylles s'avere étre un indicateur essentiel pour évaluer les impacts du
stress causé par le Cd et le Ni sur les plantes de P. australis.

Nos résultats montrent clairement que I'exposition a des doses élevées de Cd (100, 500 et 1000
ppm) induit une réduction significative de la teneur en chlorophylle totale, avec une diminution
dépassant 75 % sous l'effet du Cd (1000 ppm), comparativement aux plantes témoins.

Des tendances similaires ont été observées sous I'effet du Ni, mais la diminution de la teneur en
chlorophylle était moins prononcée, atteignant 66 % a Ni (1000 ppm), bien que l'accumulation de
Ni ait été supérieure a celle du Cd a la méme dose.

La diminution de la teneur en chlorophylle peut étre attribuée au stress oxydatif induit par
le Cd et le Ni. Ces ETMs peuvent s'accumuler dans les feuilles et provoquer un stress oxydatif
en stimulant la production excessive d'ERO. Les ERO sont trés réactives et peuvent dé grader
directement la chlorophylle ou perturber sa biosynthése en inhibant certaines enzymes
impliquées dans ce processus. La différence d'effet entre le Cd et le Ni s'explique par le fait que
le Ni est un micronutriment essentiel pour les plantes, qui disposent de mécanismes permettant
de réguler son absorption, son transport, sa compartimentation et son homéostasie
intracellulaire. En revanche, le Cd, qui n'est pas un ¢lément essentiel, s'accumule et se déplace
dans les plantes de maniére probablement moins contrdlée, entrainant une toxicité plus élevée.

Les effets du Cd et du Ni sur l'appareil photosynthétique sont également différents.
Le Cd peut compromettre l'intégrit¢ des membranes thylakoidiennes et interférer avec
le transport des électrons, ainsi que l'absorption et la répartition de nutriments minéraux
essentiels, comme le magnésium nécessaire a la synthése et au fonctionnement optimal des
molécules chlorophylliennes. Par contre, a fortes doses, le Ni est associ¢ a la désorganisation
structurelle des chloroplastes, a une inhibition des activités enzymatiques du cycle de Calvin

ainsi qu'a une carence en CO> induite par la fermeture stomatique.

196



Chapitre III Expérimentations et discussions des résultats

Le Cd a faibles doses (10, 30 et 100 ppb) n'induit pas de changements significatifs. En

revanche, a faibles doses, le Ni peut avoir un effet stimulant sur la chlorophylle, comme cela
a ét¢ observé avec une légere augmentation de la teneur en chlorophylle sous Ni (120 ppb),
confirmant ainsi son réle de micronutriment essentiel a faible dose.
L'effet des doses mixtes : Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb), Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) €t
Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm), sSemble révéler des interactions complexes, notamment une forme
d'antagonisme partiel. Lorsque les deux métaux sont appliqués ensemble, il a ét€ observé que
l'effet combiné est généralement moins toxique que le Cd seul, mais plus toxique que le Ni seul.
Cela pourrait suggérer que le Ni, bien qu'étant potentiellement toxique a des doses élevées,
pourrait atténuer partiellement la toxicité du Cd.

Les modifications des teneurs en protéines totales dans les trois organes de P. australis,
mesurées sous les différentes doses simples et combinées de Cd et/ou Ni, mettent en évidence
la complexité des effets de ces deux ETM sur les processus métaboliques chez P. australis.

L’augmentation, bien qu'elle soit non significative par rapport aux résultats du groupe
témoin observée dans les feuilles et les racines sous les faibles doses, particulierement celles de
Ni (30 ; 60 et 120 ppb), suggere que P. australis peut tolérer ces niveaux sans montrer de signes
de stress manifeste. Cette augmentation pourrait étre due au role bénéfique du Ni en tant que
micronutriment et peut également étre attribuée a un phénomene d'hormese, ou de faibles doses
de Cd et de Ni stimulent des réponses physiologiques bénéfiques.

En revanche, a des doses ¢élevées de Cd et de Ni (100, 500 et 1000 ppm), ou nous avons
enregistré une accumulation plus importante de Cd et de Ni, surtout dans les racines ; nous
avons observé une réponse ou un effet différent, dépendant de 1’organe, de ’ETM et de la dose
testée.

Sous I'exposition au Cd (100 ppm) €t au Ni (100 ppm), Une augmentation significative des teneurs en
protéines a été observée dans les feuilles et les racines. Cette réponse physiologique est
indicative d'un mécanisme de défense, reflétant 1'induction de la synthése de phytochélatines
ainsi que de protéines de transport et de séquestration. En se liant au Cd et au Ni, ces protéines
permettent leur stockage inoffensif dans les vacuoles cellulaires.

Cependant, sous 500 et 1000 ppm de Cd et de Ni, une diminution significative des teneurs en
protéines a ét¢ observée, suggérant que la toxicité induite par ces deux ETMs dépasse
les capacités de défense. P. australis semble atteindre sa limite de tolérance, manifestant une
probable saturation des mécanismes de défense protéiques. Sauf dans les racines des plantes
exposées a Cd (500 ppm), OU la teneur en protéines a augmenté de maniere significative. Cette

réponse différentielle suggeére qu'a 500 ppm, les racines de P. australis possedent des
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mécanismes de défense mieux adaptés au Cd qu'au Ni.

L'étude de l'interaction entre le Cd et le Ni a révélé qu'une association combinant de faibles et
de fortes doses exerce un effet 1égérement protecteur par rapport aux fortes doses individuelles.
La présence de faibles doses associées a des fortes doses peut activer d’autres mécanismes de
défense qui n’ont pas été stimulés ou activés sous les doses €levées individuelles.

En revanche, la combinaison Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) @ démontré une synergie négative
comparativement aux doses individuelles, entrainant une diminution importante des protéines.
Cette synergie négative, marquée par une accumulation importante de ces ETMs dans les tissus,
pourrait résulter d'une altération de la perméabilit¢ des membranes cellulaires et d'une
interférence avec l'absorption de nutriments essentiels.

Les résultats de I’effet de Cd et/ou Ni sur la teneur en lipides chez P. australis montre
que l'exposition a de faibles doses de Cd et de Ni n'a pas entrainé de différences significatives
par rapport au groupe témoin. Cependant, une diminution marquée de la teneur en lipides a été
observée dans les tiges exposées a 100 ppb de Cd, tandis qu'une augmentation significative a
¢été notée dans les feuilles exposées a 120 ppb de Ni. Cela suggere que, a de faibles doses, ces
ETMs n'interférent pas avec les mécanismes métaboliques associ€és a la production et au
stockage des lipides.

La réduction observée dans les tiges révele la sensibilité de cet organe, essentiel au transport et
au maintien de la structure de la plante. A l'inverse, laugmentation observée dans les feuilles
sous l'effet du Ni (120 ppb) pourrait €tre attribuée a son role en tant que micronutriment, exercant
potentiellement un effet bénéfique a faible dose en stimulant l'activation de certaines enzymes.
En revanche, I'exposition a des doses plus élevées de Cd et de Ni a conduit a une diminution
des lipides dans l'ensemble des organes, ce qui pourrait étre attribué a la peroxydation des
lipides membranaires (glycolipides, phospholipides et cholestérol) causée par la formation
d’EROs.

Sous l'effet des doses mixtes Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb), Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) €t
Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm), une diminution significative des lipides a été observée par rapport aux
résultats des plantes témoins. Néanmoins, 1'ajout de faibles doses aux fortes semble atténuer
légérement le stress oxydatif dans les feuilles et les racines, constaté sous les doses individuelles
de Cd (1000 ppm) €t Ni (1000 ppm). Cela indique une activation plus marquée des mécanismes de
défense antioxydants, renforcant ainsi la tolérance de la plante au stress causé par ces ETMs.
Toutefois, cet effet bénéfique n’a pas été constaté dans les tiges, ce qui met en évidence

une sensibilité différente du métabolisme lipidique entre les divers organes.
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Le profil d'activité des enzymes du systéme antioxydant (CAT, GPOx et GST) en réponse
aux doses croissantes de Cd et de Ni, ainsi qu'a leurs combinaisons, a présenté des tendances
similaires. L'analyse de I'accumulation de ces deux ETMs dans les différents organes a révélé
une réponse enzymatique dose-dépendante dans les trois organes étudiés, augmentant
proportionnellement avec I'€1évation des doses appliquées, a I'exception de certaines variations
observées dans les tissus foliaires.

Sous les faibles doses de Cd et de Ni, et comparativement aux résultats du groupe témoin,

une trés faible augmentation d'activité a été observée. Cette faible augmentation démontre
la sensibilité du systéme de défense antioxydant (CAT, GPOx et GST) de P. australis, capable
de détecter et de réagir méme a de faibles niveaux de Cd et de Ni.
En revanche, pour les fortes doses de Cd et de Ni (100, 500 et 1000 ppm) et les doses mixtes,
une augmentation significative a été observée. L'augmentation de I'activité avec 1'accroissement
des doses de Cd et Ni démontre la capacité de P. australis a ajuster sa réponse défensive en
fonction de l'intensité du stress. Le stress oxydatif causé par les doses €élevées de Cd et de Ni
entraine une surproduction des ERO, comme le peroxyde d'hydrogeéne (H20.), le superoxyde
(O2e-) et le radical hydroxyle (OHe). Cette augmentation des EROs agit comme un signal
déclencheur, induisant une élévation des taux (CAT, GPOx et GST) dans les trois organes de
P. australis.

Cependant, cette induction enzymatique s'est révélée organe-spécifique, présentant

une activité significativement plus élevée dans les racines comparativement aux tissus foliaires
et caulinaires, selon un gradient décroissant : racines > feuilles > tiges. Cette distribution
différentielle s'explique par le fait que le systéme racinaire constitue le premier site
d'interaction, d'absorption et d'accumulation du Cd et du Ni.
La stimulation d’activité dans les racines peut étre interprétée comme une tentative pour limiter
l'absorption excessive de Cd et de Ni et minimiser leur translocation vers les parties aériennes.
L'activité plus faible dans les tiges pourrait refléter le role de cet organe principalement comme
tissu de transport, avec moins d'accumulation que dans les racines ou les feuilles.

Nos résultats montrent que P. australis déploie une réaction antioxydante synchronisée
et coordonnée en réponse au stress métallique induit par le Cd et le Ni.

L'activité de la GST a été plus induite dans les racines que dans les feuilles, comparativement
ala CAT et la GPOx. Cela suggere que, chez P. australis, 1a GST joue un rdle différent de celui
de la CAT et de la GPOx. P. australis semble utiliser la GST plus pour le transport et
la séquestration des complexes phytochélatine-Cd ou Ni vers la vacuole, particulierement dans

les tissues racinaires. La CAT et la GPOx sont davantage orientées vers la neutralisation des
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ERO dans tous les organes.

L'intensité de I'induction des trois enzymes s'est é¢galement révélée dépendante des ETMs.
Sous I'effet de doses ¢levées de Cd, I'activité des trois enzymes a augmenté proportionnellement
aux doses appliquées dans I'ensemble des organes étudiés. En revanche, en présence de fortes
doses de Ni, une réponse différentielle a été observée : l'activité de la GST continue de croitre
jusqu'a 1000 ppm de Ni, tandis que les activités de la CAT et de la GPOx présentent une
diminution a cette méme concentration, apres avoir atteint un pic d'activité a 500 ppm de Ni.
Cette modulation de I’activité¢ du system antioxydant suggére un role continu de la GST dans
la détoxification du Ni, méme a trés fortes doses. La diminution de 1’activité de la CAT et
la GPOx a 1000 ppm de Ni pourrait indiquer une possible saturation du systéme antioxydant
face a un stress métallique extréme, ou un potentiel changement de stratégie de défense,
privilégiant la détoxification directe via la GST plutot que la neutralisation des EROs par
la CAT et la GPOx.

L'analyse des corrélations entre les métabolites (chlorophylle, protéines et lipides) et
les enzymes du systéme antioxydant (CAT, GPOx et GST) chez P. australis, effectuée dans
des conditions sans stress métallique et en présence de doses variables de Cd et/ou de Ni, a
révélé des modifications significatives des profils de corrélation en fonction des ETMs testés,
de leurs doses et des organes étudiés (feuilles, tiges et racines).

L’analyse des résultats de la corrélation entre les différentes réponses métaboliques et
enzymatiques montrent que, dans des conditions normales, P. australis maintient un équilibre
métabolique, caractérisé par des corrélations positives significatives entre les teneurs en
protéines et en lipides dans les trois organes étudiés. Toutefois, I'exposition a des doses de Cd
et de Ni, tant faibles que fortes, perturbe cet équilibre.

L'absence de corrélations significatives entre les activités enzymatiques antioxydantes et
les teneurs en chlorophylle, protéines et lipides montre que, dans des conditions normales ou
en l'absence de stress, ces systemes fonctionnent de maniere plus ou moins indépendante.

Sous des faibles doses de Cd, une inversion de la corrélation entre la chlorophylle,
les protéines et les lipides a été observée, suggérant une réponse adaptative qui pourrait
entrainer une stimulation de la synthése des phytochélateurs. A l'inverse, le Ni semble jouer un
role protecteur dans la biosynthése chlorophyllienne, favorisant le recyclage de l'azote, ce qui
renforce les corrélations positives entre la chlorophylle et les protéines.

Sous les faibles doses de Cd, des corrélations négatives significatives apparaissent entre
les protéines, les lipides et certaines enzymes, notamment la CAT sous Cdqo pp) et

la GPOX sous Cdgo ppb) €t Cdoo pphy, Ces corrélations négatives montrent que lorsque
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la synthése des protéines et des lipides diminue, l'activité de ces enzymes antioxydantes
augmente. Par contre, sous I'effet du Ni et comparativement aux résultats sous Cd et au controle,
des différences concemant la corrélation entre les métabolites et le systéme antioxydant ont été
observées. A quelques exceptions dans les tiges et les feuilles, sous l'effet du Cd, toutes
les corrélations significatives observées ont été négatives : CAT/Lip et Prot, ainsi qu'entre
GPOX/Lip et Prot, mais aucune corrélation significative n'a été trouvée entre GST/Lip et Prot.
L'absence de corrélation significative montre que le Ni chez P. australis n'engendre pas de
déséquilibre ou d'exceés en ERO susceptibles d'attaquer les lipides et les protéines.

Sous leshautes doses (100, 500 et 1000 ppm), les corrélations entre les paires de variables

changent selon ’ETM et la dose de Ni et de Cd, ce quiindique que P. australis ajuste sa réponse
métabolique et enzymatique en fonction de l'intensité du stress.
L'absence de corrélation significative entre Chl/ Prot, Lip et CAT sous les trois hautes doses de
Cd et de Ni ne signifie pas nécessairement une régulation indépendante de ces variables. Cela
pourrait indiquer que la relation n'est pas linéaire ou n'est pas suffisamment forte pour étre
détectée. Les relations observées entre Prot/Lip montrent une corrélation positive significative
aux doses ¢levées, indiquant que ces métabolites fluctuent de maniére concomitante,
probablement en réponse a une dégradation des défenses métaboliques sous stress.

Comparativement aux doses individuelles, I’addition de faibles doses de Cd (100 ppb) €t de
Ni (120 ppb) au Ni (1000 ppm) €t au Cd (1000 ppm), respectivement semble légerement modifier
les corrélations. Ce changement montre que 1’ajout de faibles doses de Cd et de Ni aux fortes
doses peut activer d’autres voies métaboliques, affectant différemment la synthése ou
la dégradation des protéines et des lipides, modifiant par conséquent les liens entre le contenu
en protéines, en lipides et I’activité enzymatique. L'impact différentiel des hautes doses mixtes
sur les enzymes antioxydantes révele des interactions spécifiques en fonction de la localisation
dans la plante. La co-régulation observée entre la CAT et la GST dans les racines, mais absente
dans les feuilles, pourrait refléter une stratégie de défense distincte entre les différents tissus de
P. australis, ou l'activation complémentaire des enzymes antioxydantes permet d'équilibrer la
réponse au stress oxydatif induit par la présence de Cd et de Ni.

Sous la dose mixte de Cd (100 ppm) + N1 (100 ppm), des interactions différentes par rapport aux doses
individuelles sont observées. Une corrélation positive significative entre Chl/CAT contraste
avec les corrélations négatives entre Chl/ GST F et GST R sous Cdiooppm) €t 1'absence de
corrélations sous Ni(iooppm). Les corrélations positives entre Prot/Lip sous la dose mixte ont été
similaires a celles observées sous Cd. Cela indique que la présence de Cd en quantités égales

avec le Ni peut accroitre la peroxydation lipidique tout en réduisant la quantité de protéines.
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Chapitre IV : Caractérisation histologique sous Cd et/ou Ni

1 Matériel et méthodes

1.1 Echantillonnage

Les échantillons (feuille, tige et racine) ont été prélevés en respectant des critéres
morphologiques homogenes (longueur et diamétre). Les feuilles ont été prélevées au deuxieme
niveau a partir de 'apex, en évitant les feuilles drapeau, les jeunes feuilles non complétement
déployées et les feuilles basales. Les tiges et les racines proviennent de plantes mesurant entre
85 et 90 cm de hauteur et ayant un diamétre de 1 a 1,2 cm. Les échantillons ont été conservés

dans de l'eau distillée MilliQ® jusqu'a la réalisation des coupes histologiques.
1.2 Coupe histologique et coloration

Les coupes histologiques ont été réalisé en utilisant un microtome a main équipé de lame
de rasoir qui assure des coupes de 14- 25 pum. Les coupes ont €té colére ensuite par
le phloroglucinol-HCI. La coloration au phloroglucinol, également connue sous le nom de
coloration de Wiesner, utilis¢ pour déceler la présence de lignine dans la paroi cellulaire
végétale. La lignine est un constituant commun de la paroi secondaire des cellules végétales,
(parois des ¢éléments du xyléme et du tissu sclérenchyme). Les groupes terminaux cinname-
aldéhyde de la lignine semblent réagir avec le phloroglucinol-HCI pour donner une couleur
rouge-violet (Davidson ef al., 1995; Yeung, 2015).

Pour préparer la solution de coloration, 1 g de phloroglucinol a été dissous dans 40 ml d'éthanol
a 20 %. Ensuite, 20 ml d'HCI concentré (2 N) ont été ajoutés a cette solution (Gahan, 1984;
Yeung, 2015). L'étude histologique a été réalisée au laboratoire G.F. Ingrassia de 1'Université

de Catane, en Italie.
1.3 Caractérisation ultrastructurale des tissus racinaires

Nous avons réalisé€ des coupes histologiques dans les racines en utilisant la microscopie
¢électronique a balayage pour observer et déceler les changements ultrastructuraux au niveau
racinaire sous différentes doses de Cd et/ou Ni.

Les échantillons de racines ont ét¢ immergés dans du glutaraldéhyde a 2,5% et un tampon
phosphate 0,1M (pH 7,2), laissés a reposer 24 heures a 4°C afin de préserver les structures
cellulaires. Ensuite, une déshydratation progressive des échantillons a été réalisée a l'aide d'une
série de solutions d'éthanol (40%, 60%, 80%, 99%) pendant 10 minutes dans chaque solution.

Apres la déshydratation, les échantillons ont été¢ montés sur des supports en aluminium (stubs)
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pour le revétement par pulvérisation cathodique d'une fine couche d'or (matériau conducteur)
(Cressington 108 Sputter Coaters) afin d'améliorer la qualité de l'imagerie et de réduire
les artefacts de charge. Les microphotographies ont été réalisées par MEB (Zeiss DSM 962).
Les observations ont été réalisée au laboratoire G.F. Ingrassia de I'Université de Catane, en

Italie.

2 Reésultats et discussion

2.1 Effet de doses simples et combinée de Cd et de Ni sur I'histologie de l1a feuille

Dans les coupes transversales, les parametres examinés ¢€taient : ’intensité de

la coloration de I'épiderme abaxial et adaxial, le sclérenchyme, les cellules de la gaine
périvasculaire, et le phloéme et le xyleme.
L'examen des coupes transversales de feuilles des plantes exposées a des doses individuelles et
combinées de Cd et/ou de Ni aprés la réaction de coloration de Wiesner, a montré des
changements dans l'intensité de coloration comparée au groupe témoin. Ces modifications
¢taient plus prononcées sous l'effet des doses de Cd que de Ni, et plus évidentes a fortes doses
qu'a faibles doses.

Sous les faibles doses de Ni (30 ;60 ;120 ppb), les résultats (fig. 50 ) n'ont pas montré de
différence importante ou flagrante par rapport au groupe témoin (fig. 47). On n'observe pas de
coloration de I'¢piderme supérieur (adaxial : Ed) et inférieur (abaxial : Eb), qui sont constitués
d'une seule couche de cellules. I n'y a pas non plus de différence notable avec le parenchyme
palissadique, riche en chloroplastes (site principal de la photosynthése), ni avec le parenchyme
lacuneux ou spongieux (caractérisé par de grands espaces intercellulaires favorisant les
échanges gazeux). La seule différence observée est une coloration rouge trés discréte du
sclérenchyme, qui assure le soutien structural des vaisseaux conducteurs (xyléme et phloéme).
Concernant ces vaisseaux conducteurs qui sont entourés par le métaphloéme, le métaxyléme,
le protophloéme et le protoxyléme, l'intensité de leur coloration ne semble pas significativement
différente de celle observée dans les feuilles témoins.

Les parois extérieures du phloéme et les parois du métaphloéme et protophloéme semble plus
rouge que celles observé dans les coupes des feuilles témoins. Les observations microscopiques
aprés coloration au réactif de phloroglucinol-HCl n'ont pas mis en évidence de changement
notable dans l'intensité de coloration du sclérenchyme situé au niveau des faisceaux
conducteurs supérieurs et inférieurs de la nervure centrale des feuilles, comparativement aux
témoins. L'absence de différences dans la structure anatomique des feuilles de P. australis

exposées aux faibles doses de Ni, par rapport aux feuilles témoins, indique que les mécanismes
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de défense n'ont pas ét¢ déclenchés. L'intégrité des tissus foliaires clés (épiderme, parenchymes
palissadique et lacuneux, faisceaux vasculaires) ne semble pas étre affectée par ces faibles doses
de Ni. Par conséquent, un bon fonctionnement des processus physiologiques fondamentaux
comme la photosynthése, le transport des séves peut étre maintenu. L'absence de changements
anatomiques a faibles doses pourrait étre due au fait que ces niveaux de Ni sont proches des
besoins physiologiques normaux de P. australis.

Selon l'indication de la coloration par le phloroglucinol-HCI et contrairement aux faibles
doses de Ni, les faibles doses de Cd, particulierement les doses Cdsoppb) €t Cd(100ppb), sSemblent
avoir légérement modifié¢ la couleur des tissus foliaires de P. australis. Une décoloration
(verdissement moins intense) des parenchymes palissadique et lacuneux indique
une perturbation au niveau de la photosynthése et du métabolisme chloroplastique.
La coloration rougeatre plus prononcée des tissus phloemiens (parois extérieures), ainsi que des
cellules du métaphloéme et du protophlo¢me, indique un dépot de lignine sur leurs parois.

Ces observations corroborent les résultats présentés précédemment (Chapitre III ; Tab.
29). Ces résultats ont en effet mis en évidence des réponses différentielles selon 'ETM testé.
Sous les faibles doses de Cd [Cdgoppb); Cd@oppb) €t Cdioopphy], aucune augmentation ou
diminution significative n'a été observée par rapport au groupe témoin. En revanche, les faibles
doses de Ni [ Nigzoppb) ; Nioppb) ; Ni(120ppb)] ont entrainé une 1égeére augmentation de la teneur en
chlorophylle totale.

Sous les hautes doses de Cd et de Ni (100, 500 et 1000 ppm) et aussi sous les doses mixtes
(fig. 49, 451, 52), la coloration de Wiesner a montré que l'intensité de la coloration était plus
prononcée et plus visible comparativement aux résultats dans le groupe controle et les faibles
doses de Cd et de Ni. Le changement le plus visible est la chlorose observée dans les tissus
parenchymateuse avec l'augmentation des doses de Cd et Ni, ce qui montre
un dysfonctionnement dans le processus de la photosynthése et/ou la dégradation de
la chlorophylle. D'aprés Chaplygin et al. (2022), 1'exposition de P. australis aux ETMs induit
des modifications ultrastructurale au niveau des chloroplastes. Ces altérations de la structure
interne des chloroplastes pourraient avoir des répercussions sur leurs fonctions physiologiques
et métaboliques, ainsi que sur celles des mitochondries. Le changement de leur ultrastructure
pourrait engendrer des dysfonctionnements métaboliques majeurs au niveau des tissus foliaires
exposes a ces ETM.

Sous Cd (100 ppm) et aussi sous Ni (100 ppm), la coloration histochimique au réactif de
phloroglucinol-HCI a révélé une augmentation de l'intensité de coloration rouge au niveau des

sclérenchymes situés dans la face abaxiale des feuilles. Cette coloration rouge est le signe d'une
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lignification de ces tissus sclérenchimateux. Cependant, sous les doses plus élevées de 500 ppm
et 1000 ppm de Cd et de Ni, l'intensité de cette coloration rouge s'est atténuée, indiquant une
diminution de la lignification dans ces conditions de stress métallique plus séveére.
Le renforcement des structures de soutien et des barriéres physiques dans les tissus sous
100 ppm pourrait étre interprété comme une réponse défensive de la plante visant a limiter
la translocation du Cd et du Ni.

La coloration histochimique au phloroglucinol-HCl des différents tissus vasculaires
conducteurs (xyleme, phloéme, méta-xyléme, méta-phloéme, proto-xyléme et proto-phloéme)
a révélé des variations d'intensit¢ en fonction des doses de Cd et de Ni appliquées.
Une coloration intense et généralisée a été observée sous 100 ppm de Cd, indiquant une forte
lignification des parois cellulaires. En revanche, une diminution de l'intensité de coloration a
été constatée sous 500 et 1000 ppm de Cd, suggérant une lignification réduite. Ces observations
sous Cd100 ppm) peut €tre due a un mécanisme de défense visant a renforcer les parois cellulaires
pour limiter la translocation du Cd vers les tissus parenchymateux et augmenter la rigidité des
tissus pour maintenir I'intégrité structurelle des cellules. A 500 et 1000 ppm, la diminution de
l'intensité de coloration suggere une réduction de la lignification. Cela pourrait étre di a
une toxicité excessive qui perturbe les processus de biosynthese de la lignine.

Concernant le traitement au Ni, la coloration était plus faible sous 100 ppm comparée a celle
observée sous 100 ppm de Cd. Cependant, une coloration forte et généralisée a été observé sous
500 ppm de Ni qui baisse a nouveau sous 1000 ppm de Ni. La coloration plus faible sous
Ni (100 ppm), par rapport au Cd a la méme dose indique une réponse moins intense. Cela peut
s'expliquer par une toxicit¢ moindre du Ni a cette dose ou des mécanismes de détoxification
plus efficaces pour le Ni. A Ni (s00 ppm), la coloration forte et généralisée suggeére une activation
importante des mécanismes de lignification. Cela pourrait indiquer un seuil de tolérance plus
élevé pour le Ni. A Ni (1000 ppm), la diminution de la coloration pourrait étre a cause d’une
perturbation des processus de lignification due a une toxicité excessive a cette dose.

Pour les traitements mixtes, les niveaux de coloration observés sous Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppm) €t
Cd (oo ppry + Ni (1000 ppm) €taient similaires & ceux obtenus respectivement sous
Cd (1000 ppm) €t N1 (1000 ppm) seuls. Le traitement Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm) @ produit une coloration
plus proche de celle observée sous Cd (100 ppm) que sous Ni (100 ppm)-

La similarité avec les traitements individuels montre une dominance de l'effet du Cd et Ni
présent a plus forte dose. Sous Cd (100 ppm) + Ni (100 ppm), la ressemblance des niveaux de

coloration, et donc de lignification, avec ceux obtenus sous Cd (100 ppm) plutdt que sous
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Ni (100 ppm), montre une prépondérance de l'effet du Cd sur celui du Ni en ce qui concerne

l'induction de la réponse de lignification.

Sous une pollution importante par les ETMs plusieurs travaux ont mis en évidence des
changements ultrastructuraux significatifs au niveau des feuilles de P. australis ainsi que des
modifications morphologiques de la plante. Il a ét¢ démontré que I'accumulation des ETMs
dans les tissus foliaires induit des altérations de la structure des chloroplastes, se traduisant
notamment par une augmentation du nombre de plastoglobules, une réduction des grana
lamellaires et des modifications de I'ultrastructure des mitochondries et des peroxysomes
(Chaplygin et al., 2022; Minkina et al., 2018). Les travaux de Shiryaev et al. (2021) ont mis en
¢vidence les modifications structurales majeures induites au niveau des tissus foliaires de
P. australis en réponse a une augmentation des concentrations en divers ETMs (Ni, Zn, Mn,
Pb, Cd, Hg et Co) dans le milieu. Leurs observations ont révél¢ une augmentation d'environ
10% du volume des cellules du parenchyme palissadique et lacuneux, laissant supposer une
accumulation vacuolaire des ETM. Aussi parallélement, une réduction du nombre total de
cellules a été constatée, probablement causée par une diminution de I'activité mitotique sous
l'effet de la toxicité des ETMs. Les chloroplastes ont subi aussi une diminution moyenne de
25% de leur nombre et volume dans les tissus par rapport aux conditions non contaminées.
Ces résultats peuvent expliquer la chlorose observée sous les hautes doses de Cd et/ou de Ni
dans notre étude. Concernant la lignification des parois cellulaires des feuilles, plusieurs
travaux ont montré que la paroi cellulaire joue un rdle crucial dans la défense contre les ETMs.
La paroi des cellules foliaires subit des modifications pour améliorer sa capacité de protection
(Krzestowska, 2011; Parrotta et al., 2015). Les principales modifications comprennent
une lignification accrue et un épaississement, qui réduisent le mouvement des ETMs (Jia ef al.,
2021). Ces modifications améliorent la capacité de la paroi cellulaire a fixer les ETMs et a
diminuer leur perméabilité, réduisant ainsi efficacement la translocation vers le tonoplaste
(Parrottaet al., 2015). L'immobilisation et la fixation des ETMs au niveau de la paroi cellulaire
s'effectuent principalement via les nombreux groupements fonctionnels réactifs présents dans
sa matrice complexe. Ces groupements fonctionnels sont portés principalement par la lignine,
les composés lipidiques et protéique et les hétéropolysaccharides complexes (Mohan et al.,
2002). La matrice constitutive des parois cellulaires végétales présente une grande diversité de
groupements réactifs, notamment des groupes hydroxyle (-OH), phosphoryle (-PO30,), amino
(-NH>), amide (-CONH>), carboxyle (-COOH), sulfhydryle (-SH) ainsi que d'autres groupes
ioniques (He ef al., 2020; Mohan ef al., 2002) .
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Fig. 46 : Section transversale de feuille de Phragmites australis du groupe témoin (x80).

Fig. 47 : Section transversale de feuille de Phragmites australis du groupe témoin colorée au

phloroglucinol-HCI (x80)
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Fig. 48 : Sections transversales de feuilles de Phragmites australis exposées aux faibles doses

de Cd: (A) 10 ppb, (B) 30 ppb, (C) 100 ppb, colorées au phloroglucinol-HCI (x80).

208



Chapitre IV Expérimentations et discussions des résultats

Fig. 49 : Sections transversales de feuilles de Phragmites australis exposées aux doses élevées

de Cd: (A) 100 ppm, (B) 500 ppm, (C) 1000 ppm, colorées au phloroglucinol-HCI (x80).
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Fig. 50 : Sections transversales de feuilles de Phragmites australis exposées aux faibles doses

de Ni: (A) 30 ppb, (B) 60 ppb, (C) 120 ppb, colorées au phloroglucinol-HCI (x80).
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Fig. 51 : Sections transversales de feuilles de Phragmites australis exposées aux doses €levées

de Ni: (A) 100 ppm, (B) 500 ppm, (C) 1000 ppm, colorées au phloroglucinol-HCI (x80).
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A

Fig. 52 : Sections transversales de feuilles de Phragmites australis exposées a différentes doses
mixtes de Cd et Ni: (A) Cd (100 ppm)+N1 (100 ppm), (B) Cd (100 ppby+N1i (1000 ppm), (C) Cd (1000 ppm)+N1

(120 ppb), colorées au phloroglucinol-HCI (x80).
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2.2 Effet de doses simples et combinée de Cd et de Ni sur 1'histologie de la tige

L'analyse des coupes transversales de tiges de plantes exposées a différentes doses
individuelles ou combinées de Cd et/ou Ni, apres application du réactif de coloration de
Wiesner spécifique de la lignine (Fig. 55-57), a révélé des modifications notables de
la coloration des parois cellulaires des tissus de la tige, en comparaison au groupe témoin non
exposé (Fig. 53-54).

Contrairement a ce qui a été observé dans les feuilles sous les faibles doses de Cd et Ni, ounous
avions noté une 1égere différence de coloration, les parois des tissus caulinaires exposées a de
faibles doses (Fig. 55-56 : A, B, C) présentaient une coloration trés similaire a celle du groupe
controle, sans changement visible de l'intensit¢ de coloration, et par conséquent de
la lignification. Une coloration rouge-pourpre caractéristique d'un niveau normal de lignine
¢tait observée au niveau des parois cellulaires des différents tissus de la tige : 1'épiderme lignifié¢
(El), le parenchyme cortical chlorophyllien (Pc), le parenchyme médullaire (Pm),
sclérenchyme (Sc), le phloeme (Ph) et les vaisseaux du xyléme (Xy).

Comparativement aux observations dans le groupe controle, les résultats sous les faibles doses
montrent une sensibilité plus élevée des tissus foliaires par rapport aux tissus caulinaires aux
Cd et/ou Ni. Cette moindre sensibilité dans les tiges s'explique par le role de chaque organe
dans la plante. En tant qu'organe de structure, assurant le soutien et la conduction de la seve,
la tige possede naturellement des parois cellulaires lignifiées. Cette lignification des parois est
sans doute la raison pour laquelle il n'y a pas d'augmentation notable de la lignification sous
les faibles doses, comparativement aux parois cellulaires foliaires.

Comme dans les tissus foliaires, sous les hautes doses de Cd et de Ni (100, 500 et 1000 ppm),
ainsi que sous les doses mixtes (fig. 55-56 : D, E, F), la coloration de Wiesner a montré que
lintensité de la coloration des parois était plus forte et plus visible comparativement aux
résultats observés dans le groupe controle et sous les faibles doses de Cd et de Ni. Cette forte
coloration est caractéristique d'un enrichissement en composés lignifiés, qui était
particuliérement ¢ vidente au sein des parois des cellules du parenchyme cortical chlorophyllien
(Pc) et du parenchyme médullaire (Pm). Une diminution progressive de I'épaisseur du
parenchyme cortical chlorophyllien, ainsi qu'une décoloration totale de ce tissu, ont ¢été notées
avec l'augmentation des doses de Cd et de Ni testées. D’ aprés Molas (2002), I'augmentation de
la disponibilit¢ des ETMs est l'une des raisons de la perturbation du transport et de
la translocation des nutriments des racines vers les tiges et les feuilles. Cela provoque des
changements ultrastructuraux dans la paroi, la membrane cellulaire, le cytoplasme, les organites

et les vacuoles des cellules des parties aériennes. Les perturbations de l'ultrastructure des
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chloroplastes en présence d'ETMs sont lI'une des causes de la diminution de la teneur en
pigments des plantes et de la réduction générale du taux de photosynthése. De nombreuses
¢tudes ont mis en évidence que les peroxydases pari€tales des tiges, en particulier la GPOx,
sont capables d'augmenter leurs activités antioxydantes et de lignification en réponse a
une exposition au Cd et au Ni (Elobeid ef al., 2012; LeSkovi et al., 2020; Loix et al., 2017).
La GPOx stimule la polymérisation oxydative des monolignols en composés lignine au niveau
pariétal, conduisant a un renforcement de la lignification (Hadj Bachir et al., 2022).

Sous les doses mixtes de Cd (1000 ppm) TN1 (120 ppb), Cd (100 ppb) TN1 (1000 ppm), l€s résultats étaient
similaires a ceux observés respectivement sous Cd (1000 ppm) €t Ni (1000 ppm) seuls. La similarité
avec les traitements individuels montre une dominance de l'effet du Cd et du Ni présent a plus
forte dose. Le traitement avec Cd (100 ppm) €t N1 (100 ppm) @ produit une coloration similaire a celle
observée avec Cd (100 ppm) T Ni (100 ppm). Contrairement a ce qui a été observé dans les feuilles,
les tiges semblent moins sensibles d'un point de vue structural aux effets de ces deux ETMs.
Cela suggere une résilience relative des tiges par rapport aux feuilles face aux stress induits par
le Cd et le Ni.

Sur le plan structural, et sous de hautes doses, la présence de zones nécrosées a été observée au
niveau de la cuticule et de 1'épiderme caulinaire de certaines coupes des tiges de plantes
soumises a Cd (500 ppm), €t ces nécroses s'accentuaient a Cd (1000 ppm). Cependant, aucune nécrose
tissulaire n'a été observée sous de fortes doses de Ni. Cette différence de réponse structurale
entre le Cd et le Nia fortes doses pourrait s'expliquer par une sensibilit¢ différentielle des tissus
caulinaires face a 'accumulation de ces deux ETM. Selon Lourengo et al. (2016) et Plomion et
al. (2001), les variations des teneurs en lignine observées en réponse a un stress
environnemental, comme une exposition aux ETMs, peuvent varier considérablement : entre
especes, entre organes, entre tissus et méme au niveau intercellulaire dans un tissu, ou
les différents types cellulaires peuvent moduler différemment leur lignification pariétale.
Dans la présente étude, la réduction progressive de l'épaisseur du parenchyme cortical
chlorophyllien des tiges exposées a de fortes doses de Cd et/ou Ni pourrait étre la conséquence
d'une inhibition de la division cellulaire au sein de ce tissu apres 1’accumulation de Cd et Ni.
Avec l'augmentation des doses de Cd et Ni, les capacités de séquestration pariétale sont
dépassées, conduisant a une pénétration plus importante dans les compartiments

intracellulaires, affectant ainsi divers processus cellulaires, dont la division cellulaire.
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Fig. 53 : Section transversale de tige de Phragmites australis du groupe t¢moin (x80).
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Fig. 54 : Section transversale de tige de Phragmites australis du groupe témoin colorée au

phloroglucinol-HCI (x80).
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Fig 55 : Sections transversales de tiges de Phragmites australis exposées a différentes doses de
Ni : (A) 30 ppb, (B) 60 ppb, (C) 120 ppb, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm, (F) 1000 ppm, colorées
au phloroglucinol-HCI (x80).
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Fig 56 : Sections transversales de tiges de Phragmites australis exposées a différentes doses de
Cd : (A) 10 ppb, (B) 30 ppb, (C) 100 ppb, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm, (F) 1000 ppm, colorées
au phloroglucinol-HCI (x80).
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Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb)

Fig 57 : Sections transversales de tiges de Phragmites australis exposées a différentes doses

mixtes de Cd et Ni : (A) Cd @00 ppm)tNi 00 ppm), (B) Cd (100 ppb)tNi (1000 ppm)s

(C) Cd (1000 ppm)TN1 (120 ppb), colorées au phloroglucinol-HCl (x80).
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2.3 Effet de doses simples et combinée de Cd et de Ni sur 1'histologie de 1a racine

L'observation des coupes transversales de racines des plantes exposées a des doses

individuelles et combinées de Cd et/ou de Ni (Fig. 60-62), apres coloration au phloroglucinol-
HCI, arévélé que la lignification des tissus dépendait de la dose et de 'ETM appliqué.
Contrairement aux coupes de feuilles, et de maniere similaire aux coupes de tiges, I'exposition
aux faibles doses de Cd et de Ni n'a pas induit de changement majeur au niveau de
la lignification dans les principaux tissus racinaires : rhizoderme (Rd), épiderme (Ep),
exoderme (Ex), parenchyme cortical aérifére (Pa), endoderme (Ed), phloéme (Ph), xyléme (Xy)
et moelle (M). La différence de réponse entre les organes de P. australis pourrait étre liée au
systeme de défense et aux fonctions spécifiques de chaque organe. Les racines, étant en contact
direct avec le Cd et Ni, pourraient avoir des mécanismes plus importants pour neutraliser
les effets des faibles doses d’ETM.
Sous les faibles doses de Cd et/ou Ni (Fig. 60-61 : A, B et C), I'examen des coupes histologiques
a montré que les racines sont constituées d'un rhizoderme ou d'une assise pilifére (épiderme et
poils absorbants), les parois de 1’épiderme ne semblent pas étre lignifiées. Un exoderme,
compos¢ de trois rangées de cellules, présente une couche interne fortement lignifice.
A l'intérieur, on trouve un parenchyme cortical aérifére a parois minces, non coloré, avec des
aérenchymes (canaux d'air intercellulaires). L'endoderme a également été coloré enrouge. Cette
couche, qui controle le passage de l'eau et des solutés vers la stéle ou le cylindre central, est
constituée de cellules étroitement regroupées. Elle régule le passage de l'eau et des minéraux
vers lexyléme grace ala bande de Caspary. Les vaisseaux conducteurs de phloéme et de xyléme
présentent des parois lignifiées, entourés de protophloémes et métaphloémes, ainsi que de
protoxylémes et métaxylémes, qui semblent non lignifiés ou trés discrétement lignifiés.
Le centre de lamoelle, qui sert au stockage des nutriments, ne semble pas lignifié sous de faibles
doses, ni dans les racines du groupe témoin. Ces résultats sont trés similaires a ceux observés
par Soukup et al. (2002) dans les racines des plantes de P. australis ayant poussé dans un milieu
non pollué, ainsi que par Minkina et al. (2018) chez P. australis en présence de 200 ppb de Cd
et de 41 ppm de Ni.

L'analyse des coupes sous les fortes doses de Cd et Ni (100, 500 et 1000 ppm) (Fig. 60-
61 : D, E et F), a montré que la structure, la coloration et par conséquent la lignification des
tissus racinaires étaient dose-dépendante et ETM- dépendante.

L’¢épaisseur du rhizoderme (non lignifier) apparait similaire entre Cd (100 ppm) €t Ni (100 ppm), Mmais
devenait plus épais sous Cd (500 ppm) €t Cd (1000 ppm) comparé a Ni (500 ppm) €t Ni (1000 ppm)-

Cela suggere que 1'épaississement observé n'est pas di @ un dépdt de lignine, mais pourrait
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impliquer d'autres modifications cellulaires. D’aprés Yadav et al. (2021), en présence des
ETMs, les changements les plus courants dans les racines incluent des modifications de la paroi
cellulaire et une imprégnation par des métabolites secondaires, en particulier dans les tissus
périphériques (rhizoderme, exoderme et endoderme), qui sont en contact direct avec
les polluants. Guo et al. (2021) ont montré que I'épaississement du rhizoderme contribue a
la fixation du Cd et minimise sa pénétration dans les tissus internes des racines.
L’épaississement du rhizoderme n’est pas seulement associé¢ a une lignification, mais ¢galement
a des changements dans la composition des polysaccharides, en particulier dans la méthylation
de la pectine (Guo et al., 2021; Krzestowska et al., 2016). L’épaississement plus prononcé du
rhizoderme chez P. australis sous Cd (500 ppm et 1000 ppm) cOMparé au Ni aux mémes doses, indique
une réponse adaptative spécifique au Cd, visant a limiter son absorption et sa translocation vers
les parties aériennes de la plante plus sensibles.

Dans la présente étude, le fait que le rhizoderme des racines de P. australis reste non
lignifi¢ pourrait permettre une meilleure flexibilité dans 1'absorption sélective des nutriments
tout en limitant I'entrée de Cd et Ni. Cela permet également de modifier la composition lipidique
ou protéique des parois, ainsi qu'une ¢longation cellulaire continue. Chez les plantes soumises
a un stress par le Cd, la lignification agit de maniére paradoxale en offrant une protection a
la plante tout en pouvant entraver la croissance des racines si elle se produit dans les zones
d'¢longation (Finger-Teixeira et al., 2010). Par ailleurs, une comparaison des arbres de
mangrove en fonction de leur sensibilit¢ aux ETMs comme le plomb (Pb), le zinc (Zn) et
le cuivre (Cu) a révélé que les espeéces les plus tolérantes a ces éléments présentaient
une lignification plus importante au niveau des extrémités des racines, loin de la zone
d'¢longation (Cheng et al., 2014). Si I’exoderme ne semble pas montrer de différence de
lignification pariétale, les parois des cellules du parenchyme cortical aérifére des racines de
P. australis étaient plus lignifiées que celles des plantes témoins et sous les faibles doses de Cd
et Ni. Ces cellules du parenchyme cortical aérifére étaient plus lignifiées sous 100 ppm de Cd
que sous Ni, et cette différence s'accentuait davantage a 500 et 1000 ppm.

Ederli et al. (2004) ont montré que P. australis pouvait séquestrer le Cd a I'intérieur des cellules
du parenchyme cortical aérifére, restreignant ainsi sa translocation vers le cylindre vasculaire,
puis vers la tige et les feuilles. L'examen des sections de racines par microscopie électronique
n'a pas révélé de modifications structurelles ou ultra-structurelles significatives induites par
le Cd. Cependant, la localisation histochimique du Cd a révélé une accumulation dans
les cellules du parenchyme cortical aérifére, situées sous l'exoderme. Dans la présente étude,

I’endoderme, le phloéme (protophloémes et métaphloémes), le xyléme (protoxylémes et
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métaxylemes) et la moelle présentaient également une lignification plus importante que celle
observée dans les racines des plantes témoins et sous les faibles doses. Cette lignification était
plus intense sous Cd (100, 500 et 1000 ppm) que sous les doses €quivalentes de Ni.
Cette lignification importante sous les hautes doses constitue une réponse défensive de
P. australis face au stress induit par le Cd et le Ni. Elle renforce les parois cellulaires, créant
une barriére physique qui peut limiter I'absorption et la translocation vers les parties aériennes.
Plusieurs travaux ont montré des réponses similaires dans les parois des différents tissus
racinaires de P. australis ; sous une salinit¢ de 16 g/ (Holmes et al., 2016). Sous 100 uM de
Cd (Edertli ef al., 2004), ainsi que dans des eaux contenant 8,6 ppm de Cd et 152 ppm de Ni
(Minkina et al., 2018). Concernant 1’effet des doses mixtes sur les cellules racinaires, la
lignification sous Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppm) (fig. 62-C) et Cd (100 ppb) + Ni (1000 ppm) (fig. 62-B) était
similaire a celle obtenue respectivement sous sous Cd (1000 ppm) €t N1 (1000 ppm) seuls. Cependant,
la dose mixte Cd (100 ppm) N1 (100 ppm) (fig. 62-A) a entrainé un épaississement légerement
supérieur du rhizoderme dans certaines coupes, comparativement a celui observé sous Cd (100
ppm) €t N1 (100 ppm) seuls. L’augmentation de 1'épaisseur du rhizoderme sous la dose mixte indique
que P. australis adapte sa réponse en fonction de la quantité et du type d'ETM présents dans
I’eau. Cette réponse, plus marquée que sous les doses individuelles, pourrait suggérer que
la combinaison des deux ETM a cette dose (100 ppm) a provoqué un stress plus élevé.
Effectivement, nos résultats sur l'accumulation de Cd et Ni sous la dose mixte (Fig. 25-28)
montrent que l'accumulation a été supérieure a celle observée sous les doses individuelles. Cette
augmentation de I'épaisseur du rhizoderme pourrait constituer la premicre étape de défense
avant la lignification des parois des cellules du parenchyme cortical aérifére, qui a été observée
sous 500 et 1000 ppm de Cd et Ni.

A coté des changements dans la composition des polysaccharides et de la pectine dans
les racines, le stress dii aux ETMs chez les plantes déclenche d’autres réponses défensives,
notamment la formation de dépdts de subérine (nature lipidique agit comme une barriére) dans
les parois cellulaires des racines. Des études sur les racines de mais et de soja exposées au
plomb, au cadmium et a I'arsenic ont révélé des schémas de dépot de subérine spécifiques aux
ETM et a leur dose (PirSelova ef al., 2012). Dans les racines de radis, le stress dii au cuivre a
induit la formation d'un dépot apical subéro-lignifié¢ preés de I'extrémité de la racine, associé¢ a
une différenciation du xyléeme (Kovac et al., 2018). Cheng et al. (2014) ont démontré que
les espéces ayant une tolérance plus élevée aux ETMs présentaient un rhizoderme et
un exoderme plus €pais avec une lignification et une subérisation accrues, suggérant qu'un

exoderme lignifi¢/subérisé a I'entrée des ETMs, améliorant ainsi la tolérance.
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Fig. 58: Section transversale de racine de Phragmites australis du groupe témoin (x80)
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Fig. 59 : Section transversale de racine de Phragmites australis du groupe témoin colorée au

phloroglucinol-HCI (x80).
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Fig 60 : Sections transversales de tiges de Phragmites australis exposées a différentes doses
de Cd: (A) 10 ppb, (B) 30 ppb, (C) 100 ppb, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm, (F) 1000 ppm,
colorées au phloroglucinol-HCI (x80)
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Fig 61 : Sections transversales de racines de Phragmites australis exposées a différentes
doses de Cd : (A) 10 ppb, (B) 30 ppb, (C) 100 ppb, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm, (F) 1000 ppm,
colorées au phloroglucinol-HCI (x80)
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Cd (1000 ppm) + Ni (120 ppb)

Fig 62 : Sections transversales de racines de Phragmites australis exposées a différentes doses
mixtes de Cd et Ni : (A) Cd (00 ppmy™Ni (100 ppm), (B) Cd (100 ppb)™Ni (1000 ppm)s
(C) Cd (1000 ppm)+Ni (120 ppb), colorées au phloroglucinol-HCI (x80).
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2.4 Effet de doses simples et combinée de Cd et de Ni sur 1'ultrastructure de la racine

L’espéce P. australis est une plante non accumulatrice et plutét une plante dite
"excluder". Elle accumule davantage les ETMs comme le Cd et le Ni dans les tissus racinaires
que dans les autres organes, ce qui a été confirmé par notre étude (chapitre IIT). Une stratégie
d’exclusion est adoptée pour minimiser la translocation du Cd et du Ni de la racine vers
les parties aériennes, plus sensibles. Afin d'observer plus en détail les racines, nous avons utilisé
la microscopie électronique a balayage (MEB) pour identifier et analyser les changements
ultrastructuraux dans les racines des plants exposés a différentes doses de Cd et/ou de Ni.

L'observation des coupes transversales de racines des plantes exposées a des doses
individuelles et combinées de Cd et/ou de Ni a révélé des changements dans les tissus,
dépendant de la dose et de 'ETM appliqué
En comparaison avec les racines des plantes témoins (Fig. 63), les observations réveélent que
la densité et le diametre des poils absorbants varient en fonction de la dose et de I'ETM testé.
Globalement, nous avons constaté que la densité des poils absorbants était plus élevée sous
l'effet du Ni que du Cd. Pour le Cd (Fig. 64), la densité des poils absorbants augmente dans
les racines des plantes soumisesa 10 ; 30 et 100 ppb, aussi a 100 ppm, puis diminue a 500 ppm
et 1000 ppm, mais le diaméetre a augmenté sous ces deux doses. De fagon similaire pour le Ni
(Fig. 65), nous avons observé une augmentation de la densité avec I'augmentation des doses
testées, mais l'augmentation du diameétre des poils absorbants n'a ét¢ constatée qu'a 1000 ppm
de Ni. Concernant les traitements mixtes Cd (1000 ppm) T Ni (120 ppb) €t Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm)»
aucun changement significatif n'a ét¢ observé par rapport aux fortes doses individuelles de
Cd (1000 ppm) €t Ni (1000 ppm). Cependant, sous le traitement mixte Cd (100 ppm) T Ni (100 ppm),
la densité et la longueur des poils absorbants étaient plus proches de celles observées sous
Ni (100 ppm) que sous Cd (100 ppm)-

Les variations observées dans la densité et le diamétre des poils absorbants en réponse au Cd
et/ou au Ni indiquent que P. australis modifie ces parameétres pour controler et réguler I'entrée
du Cd et du Ni. Plusieurs travaux ont montré que le Cd, a des concentrations spécifiques, inhibe
la croissance des racines mais augmente la densité et la longueur des poils absorbants, comme
chez le radis (Vitéria et al., 2003), l'orge (Duréekova et al., 2007), le sorgho (Kuriakose et
Prasad, 2008) et la graminée Chloris gayana (Kopittke et al., 2010). Bahmani et al. (2016) ont
observé que sous 20 uM de CdSOg, et 10 uM de AsNaO», le nombre et la longueur des poils
racinaires dans les 5 mm apicaux de la racine ont augmenté. Sous Ni également,
Lin et al. (2016), ont observé que les plantes de Hordeum vulgare cultivées en culture aquatique

présentaient des poils absorbants racinaires plus longs que celles cultivées dans le sable ou

226



Chapitre IV Expérimentations et discussions des résultats

le Ni est moins disponible. Selon Takeda et al. (2008), a certaines doses, les ETMs comme
le Cd augmentent I'allongement des poils racinaires en stimulant la production de ERO, ce qui
active 1'élongation des cellules des poils racinaires. Cette hypothése est soutenue par d'autres
travaux qui ont associé¢ 1'augmentation de la densité des poils absorbants dans les racines et
laproduction des ERO comme sous I'effet du Cu (Pasternak et al.,2005) et du Cr (Castro et al.,
2007). Les poils racinaires sont des excroissances tubulaires de cellules épidermiques qui
augmentent la surface racinaire et rendent ainsi la racine plus efficace pour absorber 1'eau et
les nutriments. Leur expansion et croissance se déroulerait de manicre pulsatoire controler par
les ERO apoplastiques et de Ca** cytoplasmique (Hocq ef al., 2017; Stéger et Palmgren, 2022).
Les ERO contrdlent I'extensibilité et le relachement de la paroi cellulaire. Une augmentation de
la concentration apoplastique de H.O: affecte la paroi cellulaire en oxydant les composés de
celle-ci, modifiant ainsi leur degré de relachement (Velasquez et al., 2011). Les ions Ca*"
fonctionnent comme messagers secondaires, des niveaux élevés de Ca?' déclenchent
l'exocytose des vésicules et ainsi la délivrance du matériau de construction de I'apex du poil
absorbant en croissance (Campanoni et Blatt, 2007).

Dans la présente ¢tude, on peut déduire que l'augmentation de la densité des poils
absorbants observée sous les doses de Cd et de Ni peut étre attribuée a I'effet stimulant des
ERO. A des doses plus élevées (500 ppm de Cd et 1000 ppm de Ni), la production d'ERO
dépasse probablement la capacité antioxydante de P. australis. Ce déséquilibre conduit a
un stress oxydatif qui endommage les parois, les membranes et les protéines racinaire, ce qui
explique la diminution de I'émergence de nouveaux poils absorbants a ces concentrations
¢levées. Face ala réduction du nombre de poils absorbants, P. australis augmente leur diametre
pour maintenir une certaine capacité d'absorption de 1'eau et des nutriments, ou potentiellement
augmenter la capacité de stockage du Cd et du Ni dans les vacuoles des cellules des poils
absorbants. L'augmentation de 1'épaisseur du rhizoderme constatée dans les racines exposées a
de fortes doses de Cd et de Ni pourrait étre due aux dépdts d'exsudats ou méme a des cellules
mortes des poils absorbants ou de 1'épiderme. Fageria and Moreira (2011) ont montré que
les dépdts tels que les exsudats racinaires, les mucilages et les cellules mortes, peuvent
augmenter I'épaisseur du rhizoderme des racines.

Sous les faibles doses individuelles ne semblent pas affecter le xyleme, le phloéme,
les aérenchymes, l'endoderme et les tissus du parenchyme cortical. En revanche, avec
l'augmentation des doses Cd et Ni (100, 500 et 1000 ppm) (Fig. 64 et 65: D, E et F) et
Cd 100 ppm) * Ni @00 ppm), Cd (100 ppb)y + Ni (1000 ppm) €t Cd (1000 ppm) + NI (120 ppb)

(Fig. 66 : A, Bet C), on constate une diminution du diameétre du xyléme a toutes les doses, sauf
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a 1000 ppm de Cd.

Concernant 1’aérenchyme et le parenchyme cortical, 'augmentation des doses de Cd et de Ni
augmente le diamétre de 1’aérenchyme tout en réduisant la taille du parenchyme cortical.
Une autre particularité a été observée sous Cd 1000 ppm, comparativement a Ni 1000 ppm :
une déformation de la forme cylindrique des racines, ainsi qu'une augmentation de la taille du
xyléme et des cellules de 1'endoderme. D’aprés Pandey et al. (2022), l'effet des ETMs sur
les structures cellulaires racinaires des plantes dépend de plusieurs facteurs, notamment
l'espece, le type d'ETM et sa dose. Les travaux de Krzestowska ef al. (2019) ont montré que
les ETMs peuvent provoquer des altérations significatives de l'architecture racinaire et de
l'ultrastructure cellulaire. Ces changements incluent une réduction de la taille de l'apex
racinaire, un positionnement anormal du tissu vasculaire et un effondrement interne des tissus.
Au niveau cellulaire, les plantes peuvent développer des réponses défensives, telles qu'une
augmentation de 1'épaisseur de la paroi cellulaire et des épaississements locaux, afin d'améliorer
leur capacité a séquestrer les ETMs (Hamim et al., 2018; Krzestowska et al., 2019).

Dans la présente étude, la diminution du diamétre du xyléme observée en présence des
doses ¢levées de Cd et/ou Ni (sauf pour 1000 ppm de Cd) pourrait tre une réponse adaptative
visant a réduire le transport du Cd et Ni vers les parties aériennes de la plante. Cette réduction
pourrait aussi €tre le résultat d'une inhibition de la différenciation des cellules du xyleme due
au stress métallique. L'augmentation du diamétre des aérenchymes et la réduction du
parenchyme cortical avec l'accroissement des doses de Cd et Ni pourrait étre une réponse de
P. australis pour réduire la densité et le volume ou le surface des tissus racinaires exposé aux
Cd et Ni. Ce qui pourrait diminuer la pénétration de ces deux ETMs a la stéle et la concentration
de Cd et/ou Ni dans le cortex racinaire et la racine. Des résultats similaires ont été observés
dans les racines de Cicer arietinum, qui ont montré une réduction de la taille et du nombre des
vaisseaux du xyléme sous l'effet de I'exposition au Cd (Liza et al., 2020).

Pita-Barbosa et al. (2015) ont également enregistré une réduction du diamétre des vaisseaux du
xyléme, accompagnée d'une augmentation du rapport cylindre vasculaire/diamétre de la racine
dans les racines de Cajanus cajan traitées avec de 'As a 1,5 mgL™!. Concernant la déformation
de laracine, I’augmentation de la taille du xyléme et des cellules de I'endoderme suggerent que
le Cd a forte dose (1000 ppm) provoque des perturbations séveres du développement racinaire.
Ces altérations tissulaires pourraient tre dues a une destruction totale de ces tissus, causée par
une production excessive d'ERO. Cette surproduction dépasse largement la capacité du systéme
antioxydant des racines de P. australis, conduisant a un stress oxydatif séveére. L’augmentation

de la taille du xyléme et des cellules de I'endoderme pourrait également étre une réponse

228



Chapitre IV Expérimentations et discussions des résultats

compensatoire de la plante, visant a maintenir le transport d'eau et de nutriments malgré
les dommages aux autres tissus. Une expansion cellulaire anormale due a la perte de controle

de la turgescence cellulaire ou a des perturbations du cytosquelette causées par le stress
oxydatif.
A

200 pm Electron Image 1

Electron Image 1

100 pm Electron Image 1

Fig. 63 : Observation au microscope €lectronique a balayage (MEB) des coupes transversales

d'une racine témoin. (A) et (B) vue d'ensemble de la racine. (C) poils absorbants. (D) Détail
de I’aérenchyme.
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250 um Electron Image 1 300 pm Electron Image 1

250 pum Electron Image 1 Electron Image 1

250 um

Fig. 64 : Observation au microscope électronique a balayage (MEB) des coupes transversales
des racines de P. australis exposées a différentes doses de Cd: (A) 10 ppb, (B) 30 ppb, (C) 100
ppb, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm, (F) 1000 ppm.
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., 40

S

200 pm Electron Image 1 5 : Electron Image 1

250 um Electron Image 1 300 pm Electron Image |

Fig. 65 : Observation au microscope ¢électronique a balayage (MEB) des coupes transversales
des racines de P. australis exposées a différentes doses de Ni: (A) 30 ppb, (B) 60 ppb, (C) 120
ppb, (D) 100 ppm, (E) 500 ppm, (F) 1000 ppm.
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L)

300 pm Electron Image 1

250 pm Electron Image 1

Fig. 66 : Observation au microscope électronique a balayage (MEB) des coupes transversales
des racines de P. australis exposées a différentes doses mixtes de Cd et Ni
(A) Cd (100 ppmyt  Ni (100 ppm), (B) Cd (100 ppt)+N1 (1000 ppm), (C) Cd (1000 ppm)TN1 (120 ppty)
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3 Conclusion

Cette étude a examiné les effets des doses simples et combinées du Cd et/ou du Ni sur
l'anatomie des feuilles, des tiges et des racines de P. australis. Les observations histologiques
effectuées sur des coupes transversales, en utilisant la coloration au phloroglucinol-HCI
(réaction de Wiesner), ont révélé plusieurs modifications anatomiques significatives, en
fonction de la dose et de I'ETM testé. L'observation au microscope électronique a balayage
(MEB) des coupes transversales des tissus racinaires des plantes exposées a différentes doses
simples et combinées de Cd et/ou de Ni a montré également des modifications ultrastructurales,
particulierement sous l'effet des doses de Cd et des fortes doses de Cd et de Ni. Ces altérations
anatomiques peuvent indiquer des effets toxiques significatifs sur I'organisation tissulaire des
racines.

Selon l'indication de la coloration par le phloroglucinol-HCI, les faibles doses de Ni
(10, 30, 100 ppb) n'ont pas provoqué de modifications notables par rapport au groupe témoin,
préservant ainsi l'intégrit¢ des tissus essentiels. Aucune coloration n'a été observée dans
les parois des cellules de 1'épiderme supérieur (adaxial : Ed) et inférieur (abaxial : Eb), ni dans
le parenchyme palissadique, lacuneux, xyléme ou phloéme. La seule différence constatée est
une coloration rouge trés discréte du sclérenchyme, qui assure le soutien structural des
vaisseaux conducteurs. En revanche, les faibles doses de Cd, notamment Cd (0o ppb) €t
Cd (100 ppb), ont montré des effets plus marqués. On a observé une légere décoloration des
cellules du parenchyme palissadique et lacuneux, indiquant une perturbation de la
photosynthése. En plus, une coloration rougeatre plus prononcée des tissus phloémiens suggere
un dépot de lignine. Contrairement aux feuilles, I'analyse des tiges de P. australis exposées aux
faibles doses de Cd et Nia montré peu de changements. A faibles doses, la coloration des parois
cellulaires reste similaire au groupe témoin, t¢émoignant d'une résilience des tissus caulinaires,
probablement liée a leur structure naturellement lignifiée. Un Maintien d'une coloration rouge-
pourpre normale dans tous les tissus : 1'épiderme lignifi¢ (El), le parenchyme cortical
chlorophyllien (Pc), le parenchyme médullaire (Pm), sclérenchyme (Sc), le phloéme (Ph) et
les vaisseaux du xyléme (Xy).

Contrairement aux feuilles, et de maniére similaire aux tiges, 1'exposition aux faibles
doses de Cd et de Ni n'a pas induit de changement majeur au niveau de la lignification dans
les principaux tissus racinaires : rhizoderme (Rd), épiderme (Ep), exoderme (Ex), parenchyme
cortical aérifére (Pa), endoderme (Ed), phlo¢éme (Ph), xyléme (Xy) et moelle (M).
Selon l'indication de la coloration par le phloroglucinol-HCI des tissus racinaires, a faibles

doses les racines n'ont montré que peu ou pas de changement dans la lignification des tissus
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principaux. Cela indique que les racines possédent des mécanismes de défense efficaces pour
neutraliser les effets des faibles doses d’ETM.

Globalement, les faibles doses de Cd et de Ni n'ont pas entrainé une lignification
importante des parois cellulaires dans les trois organes, sauf dans les feuilles sous les faibles
doses de Cd (60 ppb et 100 ppb)- O une 1égere décoloration des cellules du parenchyme palissadique
et lacuneux a été observée, indiquant une perturbation dans le processus de photosyntheése.

Cependant, a des doses €levées de Cd et de Ni (100, 500, 1000 ppm), des symptomes de
chlorose plus prononcés ont été observés, indiquant une altération des processus
photosynthétiques ainsi que des modifications ultrastructurales des chloroplastes. En plus,
une modification de la lignification des tissus a ¢galement été constatée, comparativement aux
faibles doses.

Dans les feuilles des plantes exposées a 100 ppm de Cd et de Ni, une augmentation de la
lignification a été notée au niveau des sclérenchymes. Enrevanche, a des doses plus élevées de
Cd et de Ni (500 et 1000 ppm), 1'intensité de cette lignification et de la coloration rouge s'est atténuée,
indiquant une diminution de la lignification dans ces conditions de stress métallique plus sévére,
due a une toxicité excessive. La coloration histochimique des différents tissus vasculaires
conducteurs (xyléme, phloéme) des feuilles a révélé des variations d'intensité en fonction des
doses de Cd et de Ni appliquées. Sous Cd (100 ppm), N1 (100 ppm) €t NI (500 ppm), une forte lignification
des parois cellulaires peut étre attribuée a un mécanisme de défense visant a renforcer ces
parois. Celapermet de limiter la translocation du Cd et de Ni vers les tissus parenchymateux et
d'augmenter la rigidité des tissus pour maintenir l'intégrité structurelle des cellules.

En revanche, a Cd (500 et 1000 ppm) €t N1 (1000 ppm), Une diminution de 1'intensité de coloration a été
constatée, suggérant une réduction de la lignification. Cela pourrait étre dii @ une toxicité
excessive qui perturbe les processus de biosynthéese de la lignine.

Dans les tiges exposées a de fortes doses de Cd et Ni (100, 500 et 1000 ppm),
une intensification de la coloration a été observée, notamment dans le parenchyme cortical et
médullaire, indiquant un enrichissement en lignine. Les doses élevées ont également provoqué
des nécroses au niveau de I'¢piderme, particulierement sous Cd (500 et 1000 ppm), tandis que I'impact
du Ni semble étre moindre. Ainsi, les tiges apparaissent plus résistantes que les feuilles,
suggérant des mécanismes de défense plus robustes contre les stress métalliques.

A des doses élevées (100, 500 et 1000 ppm), une réponse dose-dépendante a été observée,
avec une augmentation de la lignification dans divers tissus racinaires. L'épaisseur du
rhizoderme a augmenter, particulicrement sous l'effet du Cd, ce qui pourrait indiquer

une adaptation morphologique pour limiter 1'absorption de de Ni et de Cd.
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L'épaississement du rhizoderme pourrait étre di a des changements dans la composition
des polysaccharides, notamment la méthylation de la pectine, qui jouent un rdle crucial dans
la séquestration du Cd et du Ni. Ces adaptations limitent la translocation des métaux vers

les parties aériennes de la plante, contribuant ainsi a la protection contre la toxicité métallique.
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Conclusion générale

L'évaluation des effets des doses simples et combinées du Cd et/ou du Ni sur
la germination, la croissance précoce et la réponse enzymatique antioxydante de Phragmites
australis par six indices (GP%, MGT, T50%, IG, RLI, PLI) a démontré que la germination est
possible sous toutes les doses testées, mais avec des effets négatifs dose-dépendants.

Toutes les doses testées de Cd et/ou Ni ont eu un impact négatif sur le taux et la vitesse
de germination des graines. A I'exception des faibles doses de Ni (30, 60 et 120 ppb) qui ont
produit un effet Iégérement positif, contrastant avec les effets inhibiteurs observés pour le Cd
(10, 60 et 120 ppb). Bien que les faibles doses de Ni aient montré un effet légérement
stimulateur, le Cd a systématiquement produit des effets inhibiteurs.

La croissance des plantules a présent¢ une sensibilité différentielle, ou les racines et
les pousses ont réagi différemment selon I'ETM et sa dose. Les résultats ont mis en évidence
que le Cd exerce un effet inhibiteur sur la germination et la croissance plus prononcé que celui
du Ni, et ce, méme a faibles doses. De plus, la durée d'exposition s'est avérée étre un facteur
primordial, les effets toxiques des deux ETMs se manifestant de maniére plus marquée apres
30 jours d'exposition comparativement a 10 ou 20 jours d'exposition.

Les interactions entre le Cd et le Ni ont montré des effets complexes. A doses égales
(Cd =Ni= 100 ppm), un effet synergique négatif sur les caractéristiques de germination a été
observé, tandis que les autres combinaisons : Cd (100 ppb) + N1 (1000 ppm) €t Cd (1000 ppm)T N1 (120 ppb)>
ont révélé des effets antagonistes, suggérant des interactions complexes entre les deux ETM.
La réponse enzymatique antioxydante a démontré une adaptation au stress métallique, avec
une stimulation de I'activité des enzymes (CAT, GPX, GST), particulierement sous fortes doses.
Cette réponse s'est avérée plus importante dans les racines que dans les parties aériennes.

Il en ressort que les jeunes pousses de P. australis issues des graines possedent
une certaine tolérance aux stress métalliques, mais celle-ci dépend fortement des
concentrations, de la durée d'exposition et du type d’ETM. L'espece montre une plus grande
sensibilit¢ au Cd qu'au Ni, ce qui correspond a leurs rdles biologiques respectifs (le Ni étant
un oligoélément alors que le Cd est un métal non essentiel ).

En dépit de la réduction du taux de germination et de la croissance précoce des plantules,
les jeunes pousses de P. australis ont montré qu'elles pouvaient moduler leur systeme
antioxydant et neutraliser les effets du Cd et du Ni. Cela démontre que cette espéce pourrait se
propager et se régénérer par reproduction sexuée dans les marais filtrants ou dans les habitats

contaminés par le Ni et/ou le Cd.
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L'étude de lefficacit¢ épuratoire de notre marais filtrant expérimental a écoulement

surfacique a trois étages, planté de P. australis a révélé des résultats significatifs. Alors que
les faibles doses de Cd et Ni n'ont pas affecté la néoformation de plantules, les doses élevées
ont montré des effets inhibiteurs importants, avec des diminutions allant de 41% a 75% selon
les doses. Comme chez les jeunes pousses issues de graines, les plantules provenant de rhizomes
ont montré également que le Cd est plus toxique que le Ni, probablement en raison de sa forte
interférence avec l'absorption d'eau et de l'induction d'un stress oxydatif plus intense.

L'efficacit¢ épuratoire de notre marais filtrant expérimental s'est améliorée
progressivement de I'entrée vers la sortie du marais (étage 3 > étage 2 > étage 1), phénomene
attribu¢ a la réduction progressive des concentrations métalliques et a l'augmentation de
la température favorisant la solubilité et la phytodisponibilité des métaux. La modélisation de
la spéciation chimique a montré une prédominance des formes ioniques libres (CdCl+, Cd** et
Ni?*), avec le Ni présentant une plus grande proportion de son espéce libre Ni?*, expliquant son
taux d'élimination supérieur a celui du Cd.

Malgré les effets toxiques, P. australis a démontré une résilience remarquable,
maintenant un niveau minimal de régénération et assurant des taux d'abattement significatifs :
52-59% pour Cd (100 ppm), 22-25% pour Cd (1000 ppm), 48-63% pour Ni (100 ppm) €t 35-37% pour

Ni (1000 ppm), confirmant ainsi son potentiel pour la phytoremédiation des eaux contaminées.

L'étude des effets du cadmium et/ou du nickel sur les paramétres métaboliques et
enzymatiques de P. australis révéle une réponse complexe et modulée. Face au stress
métallique, la plante présente une diminution significative de la teneur en chlorophylle,
particulierement marquée sous l'effet du Cd (75% de réduction a 1000 ppm) comparativement
au Ni (66% a 1000 ppm), reflétant la toxicité supérieure du Cd.

Les teneurs en protéines et lipides montrent également une sensibilit¢ différentielle selon
les organes et les doses, avec une tendance a l'augmentation sous faibles doses de Ni
(démontrant son réle de micronutriment) et une diminution significative sous fortes doses des
deux ETMs. Le systeme antioxydant (CAT, GPOx et GST) répond de manicére dose-
dépendante, avec une activation plus prononcée dans les racines suivant le gradient :
racines > feuilles > tiges.

L'analyse des corrélations entre métabolites et enzymes révele des interactions complexes
variant selon les organes et les doses, notamment un effet protecteur des faibles doses de Ni sur
la biosynthése chlorophyllienne et une co-régulation différenciée des enzymes antioxydantes
selon les tissus. Les doses mixtes montrent des interactions particulieres, avec un effet

antagoniste partiel lorsque de faibles doses sont combinées aux fortes doses, suggérant
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l'activation de mécanismes de défense complémentaires. Cette modulation fine des réponses

métaboliques et enzymatiques démontre la capacité adaptative de P. australis face au stress

métallique.

L'é¢tude histologique des effets du cadmium et du nickel sur 1'anatomie de P. australis
révele une réponse tissulaire différentielle selon les organes et les doses de Cd et de Ni.
Sous faibles doses, le Ni n'induit pas de modifications notables, préservant l'intégrité tissulaire,
tandis que le Cd provoque déja des perturbations 1égéres, notamment une décoloration du
parenchyme foliaire et une lignification accrue des tissus phloémiens. A fortes doses (100-1000
ppm), les modifications anatomiques deviennent plus prononcées, avec une réponse biphasique
de la lignification : une augmentation initiale a 100 ppm, interprétée comme un mécanisme de
défense, suivie d'une diminution a 500-1000 ppm, suggérant une toxicité¢ excessive perturbant
la biosynthése de la lignine.

Les tiges montrent une plus grande résilience que les feuilles, avec une intensification de
la lignification du parenchyme cortical et médullaire sous fortes doses. Les racines présentent
des adaptations spécifiques, notamment un é€paississement du rhizoderme, particulierement
marqué sous l'effet du Cd, constituant probablement une barriére protectrice contre 'absorption
excessive de Cd et de Ni. Ces modifications anatomiques reflétent la plasticité¢ adaptative de
P. australis face au stress métallique, avec des réponses tissulaires spécifiques selon I'organe et

l'intensité du stress.

A T’issue de ce travail et au vu des résultats obtenus, P. australis démontre une capacité
remarquable a moduler son métabolisme, son anatomie et sa physiologie face aux différentes
doses simples et combinées de Cd et de Ni. L'espéce ajuste son systeme antioxydant pour
neutraliser les effets toxiques. De plus, elle développe des adaptations anatomiques et des
modifications de la lignification en réponse aux stress métalliques. Ces résultats soulignent
le potentiel de cette espeéce pour son utilisation dans les marais filtrants et les systémes de
lagunage plantés, ou elle pourrait jouer un role crucial dans la phytoépuration des eaux
contaminées par les ETMs. L'intégration de P. australis dans ces systémes pourrait améliorer
l'efficacité de I'élimination des ETMs, tout en favorisant la biodiversité et la santé des
€cosystémes aquatiques.

Globalement, cette étude contribue a une meilleure compréhension des mécanismes
d'adaptation de P. australis aux stress métalliques et ouvre des perspectives pour I'optimisation

des stratégies de phytoremédiation dans les écosystémes aquatiques contaminés
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Fig. 01. Courbe d'étalonnage réalisée avec une solution d'albumine de sérum bovin (BSA)
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Fig. 02. Courbe d'étalonnage réalisée a I'aide d'une solution mere préparée avec de 1'huile de
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Fig. 1 : Matrice de corrélation de Spearman entre les parameétres métaboliques et enzymatiques
mesurés dans les différents organes des plantes du groupe controle. Chl (Chlorophylle),
Prot (Protéine), Lip (Lipide), CAT (la Catalase), GPOx(la Guaicol-Peroxydase) et GST (la
glutathion-S-transférase). F : feuille, T : tige, R : racine. Les cases marquées d'une étoile (*)
indiquent des corrélations statistiquement significatives au seuil de p= 0,05. Les corrélations
positives sont affichées en rouge et les corrélations négatives en bleu. L'intensité de la couleur
et la taille des ellipses sont proportionnelles aux coefficients de corrélation.
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