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Abréviations

°C degré celsius

ug microgramme

uL microlitre

uM micromole par litre

ADN acide désoxyribonucléique

ADNc: acide désoxyribonucléique complémentaire
APX ascorbate peroxydase

ARN acide ribonucléique

ARNm acide ribonucléique messager

ASA ascorbate

BET Bromure d’éthidium

BSA Bovin serum albumin

CAT catalase

cm centimetre

Cu-Zn SODCy Cu-Zn superoxyde dismutase cytosolique
DHA déhydroascorbate

DHAR déhydroascorbate réductase

DNTP désoxynucléoside triphosphate (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DTAP acide diéthyléne triamine pentaacétique
DTNB 5-5’-dithiobis (acide -2- nitrobenzoique
DTT dithiothreitol

Fe SOD Fe superoxyde dismutase

GPX gaiacol peroxydase

GR glutathion réductase

GSH glutathion réduit

GSHrt glutathion total

GSSG glutathion oxydé

HSP protéines de choc thermique

L litre

LOX lipoxygénase

M mole par litre

MDA malondialdéhyde

MDHA monodéhydroascorbate

MDHAR monodéhydroascorbate réductase

MF matiere fraiche

mg milligramme

min minute

mL millitre

mM millimole par litre

Mn SOD Mn superoxyde dismutase

MS maticre seche

MT métallothionéine

NAD(P) nicotinamide adénine dinucléotide (phosphate)
NBT nitrobleu de tétrazolium

nm nanométre

pb paires de bases

PC phytochélatine

PCR réaction de polymérisation en chaine (polymerase chain reaction)




q.s.p
RNase

ROS

RT
RT-PCR
SDS
SOD
Taq polymérase
TCA
Tm

UE

uv

\Y

\Y%

v/v

w/v

quantité suffisante pour

ribonucléase

especes réactives de I’oxygene (Reactive Oxygen Species)
Reverse Transcriptase
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Les activités urbaines, industrielles et agricoles sont responsables d’une contamination
croissante des sols et de 1’eau par les ions métalliques. Les plantes sont directement exposées

a ces ¢léments dont le potentiel toxique est indéniable.

Les ions métalliques peuvent étre toxiques en activant les formes réduites de
I’oxygeéne pour aboutir a la formation d’especes radicalaires qui en réagissant avec les
molécules essentielles de 1’architecture de la plante tels que les acides nucléiques, les
protéines ou les lipides, engendrent des dégats cellulaires, des dysfonctionnements

enzymatiques ou la peroxydation des lipides.

Les mécanismes de réponse des plantes a la toxicité métallique restent compliqués.
Toutefois, trois principes de base peuvent étre annoncés (Briat et Lebrun, 1999):
a- la régulation de I’acquisition racinaire, du transport "longue distance" entre organes et de la
distribution intracellulaire sont nécessaires pour contrdler la surcharge métallique.
b- les nombreuses variations de 1’environnement subies par les plantes peuvent conduire a une
augmentation des concentrations intracellulaires de métaux. Des systemes efficaces de
stockage et de détoxication de ceux-ci doivent donc étre activés dans ces conditions.
c- en cas de dépassement des capacités de stockage des ions métalliques sous forme non
toxique, la balance redox cellulaire sera déplacée vers un état pro-oxydant. L’activation par
les métaux en exces des systemes de détoxication des formes réduites de I’oxygene participera
donc a la protection des plantes quand les contrdles opérant au niveau du transport et du
stockage seront dépassés.

Les végétaux vont mobiliser des systemes de défense anti-espéces oxydantes: I'un
enzymatique et l'autre non-enzymatique impliquant différents composés qui possédent une
affinité¢ pour les radicaux libres et peuvent étre considérés comme des "pieges" ou des

antioxydants.

La cellule possede des systemes de réparation. Parmi eux, certains réparent I’ADN en
totalité et ne laissent aucune trace de ’attaque de 1’ion métallique. D’autres assurent la survie
de la cellule quand les premiers sont dépassés. L’endommagement de I’ADN, évalué par
’altération de la division cellulaire et I’induction des anomalies chromosomiques qui touchent
la structure et le nombre des chromosomes, a fait I’objet de nos travaux de recherche en
mastere. En effet, notre présent travail est la continuation d’une étude comparative de 1’effet

génotoxique de deux métaux lourds, cadmium et cuivre, chez des plantes cultivées : Pisum
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sativum et Vicia faba qui a révélé une sensibilité plus importante de Vicia faba vis-a-vis des

deux métaux testés, le Cd apparaissant plus génotoxique que le Cu. Ces résultats nous ont

mené a choisir Vicia faba comme plante mode¢le et le Cd comme élément inducteur du stress

métallique.

Lors de notre présent travail et dans le but de mieux comprendre la réponse des

plantules de féve au stress causé par la présence du cadmium, plusieurs points ont été

analysés:

4

L’effet du cadmium sur la croissance et sa cinétique d’accumulation

intracellulaire.

L’effet du cadmium sur le métabolisme oxydant. L’analyse de cette partie a
été¢ initiée par la détermination de certains parametres témoignant de
I’établissement du stress oxydant tels que la lipoperoxydation membranaire,
les espéces réactives de 1’oxygeéne et 'intégrité cellulaire. Les réponses
enzymatiques et non-enzymatiques ont été étudiées aussi.

L’effet du cadmium sur I’expression de certains genes impliqués dans le
stress (protéines de stress de type HSP), dans les mécanismes de résistance
(les métallothionéines) et dans le métabolisme antioxydant (enzymes

antioxydantes).

L’effet du cadmium sur la division cellulaire et 1'induction des aberrations

chromosomiques.
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I. La contamination de I’environnement par les métaux lourds

Les métaux sont des constituants naturels des roches et des sols. Ces métaux sont
présents a I'état de trace d'ou le nom "¢éléments traces métalliques". Leurs sources d’émission
dans I’environnement sont trés nombreuses et difficiles a limiter, les plus importantes sont
d’origine anthropique (industries, fonderies, engrais chimiques...). Les engrais chimiques, en
particulier les fertilisants phosphatés sont des produits non purifiés et contiennent de ce fait
des quantités variables d’impuretés parmi lesquelles les métaux lourds occupent une place de
premier plan (Mulla et al., 1980; Mortvedt et al., 1981).

Les boues résiduaires d’origine urbaine constituent une autre source de contamination
des zones agricoles par les métaux lourds. Certains métaux lourds sont présents en grande
quantité dans ces boues (Cabrea et al., 1994; Petruzelli et al., 1994; Terslov, 1997). En
effet, ces dernic¢res renferment des éléments traces sous différentes formes: a 1I’état ionique
libre, sous forme de précipités d’hydroxydes, fixés sur des particules solides en suspension ou
bien sous forme de complexes organométalliques (Rejeb, 1990). En plus de ces métaux
lourds, ces boues contiennent des composés organiques dangereux (Rogers, 1996; Terslov et
al., 1997) dont certains sont des mutagenes comme la nitrosamine, les PCB, le dibenzo-p-
dioxine polychlorinate et le furan (PCDD/F) et les hydrocarbures polyaromatiques (HAP).

Il existe d’autres sources de contamination de I’environnement par les métaux lourds
reposant sur 1’utilisation des produits phytosanitaires essentiellement les herbicides, les
insecticides et les fongicides mercuriels et cupriques destinés au traitement des cultures ou a
la conservation des semences. Ces produits contribuent a la toxicité du sol par des éléments
traces.

Parmi les métaux lourds, le Cd est un élément trace assez rare dans la crotte terrestre
(0.3ppm). Son rejet lié aux activités anthropiques est environ 10 fois plus important que celui
provenant des sources naturelles comme les volcans (Wagner, 1993). Aussi, les teneurs du
sol en Cd sont notablement plus élevées au voisinage des mines (Baker, 1987) et des foyers

industriels (Humphreys et Nicholis, 1984).

II. Le Cd dans la plante

Le Cd est un métal lourd, toxique pour I’Homme, les animaux et les végétaux. Sa
pénétration dans la plante se fait par le systéme racinaire (Salt et al., 1995; Sanita di Toppi
et Gabbrielli, 1999; Liu et al., 2007). En effet, les racines constituent la voie principale par

laquelle les ¢léments métalliques peuvent transiter de la solution du sol vers le tissu végétal.
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Culter et Rains (1974) ont montré que 1’absorption de Cd par des racines excisées d’orge se
fait, probablement, par simple diffusion alors que chez d’autres espéces végétales,
I’absorption se fait sous controle métabolique.

L’absorption du Cd dépend de la composition de la solution du sol, son pH, sa quantité
de mati¢re organique et sa concentration en d’autres ions. En effet, a des pH élevés, la
biodisponibilit¢ du Cd est faible. L’humidit¢é du sol peut augmenter aussi cette
biodisponibilité en favorisant I’activité des microorganismes et en augmentant la conductivité
hydraulique du sol favorisant ainsi la diffusion des ions métalliques vers la surface racinaire.
La température du sol est un facteur susceptible d’influencer d’une maniére indirecte la
biodisponibilité¢ des métaux lourds.

Le transport des ions métalliques par les racines des végétaux s'effectue dans la
solution du sol rhizosphérique en contact avec les cellules de 1'épiderme par deux voies
distinctes: la voie apoplasmique et la voie symplasmique.

L'apoplasme est constitu¢ par I'ensemble des espaces intercellulaires présents dans les
tissus en avant de la bande de caspary. Il constitue "l'espace de Donnan" car il existe de
nombreuses charges négatives a la surface de la paroi des cellules (en particulier les
groupements carboxyles des acides uroniques) qui créent un équilibre de Donnan favorisant
I'absorption des cations. La fixation des éléments chimiques dans I'apoplasme s'effectue
suivant leur affinité pour les pectines des parois (Pb>Cu>Cd>Zn) (Hart et al., 1998).

La voie d'entrée symplasmique correspond a un transport de cellule a cellule a travers
les membranes plasmiques. Pour la plupart des métaux ou des métalloides, on suppose que le
transport du milieu extérieur vers le milieu intérieur des cellules met en contribution des
transporteurs de nature protéique dont l'existence a ét¢ mise en évidence, chez certaines
especes végétales (Mullins et Sommers, 1986). Des transporteurs pour le fer (IRT, Nramp),
pour le zinc (ZIP), pour le cuivre (COPT) ont ainsi déja été identifiés. Des métaux comme le
cadmium et le manganese semblent utiliser les transporteurs du fer. D'ailleurs, une carence en
fer induite par une surexpression de ferritine conduit a augmenter le préleévement de Cd, Mn
et Zn (Vansuyt et al., 2000).

Dans la plante, la quantit¢ de métal accumulée dépend de 1’organe : Un gradient
d’accumulation semble s’établir selon les organes: Racines > Feuilles > Tiges >
Inflorescence > Graines; mais cet ordre varie selon les especes. Le Cd est fortement accumulé
au niveau de la partie souterraine, organe en contact direct avec le métal, chez la plupart des
especes végétales (Dixit et al., 2001; Baccouche et al., 2001; Iannelli et al., 2002; Chaiffi,
2003; Gichner et al., 2004; Mishra et al., 2006 ; Liu et al.,, 2007). D’ailleurs certains
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auteurs ont suggéré que cette accumulation racinaire pourrait étre une stratégie pour limiter
son transport vers la partie aérienne et donc défendre le systéme aérien de I’intoxication par le
métal (Jarvis et al., 1976). La capacité des feuilles a accumuler ce métal peut aussi dépendre
de leur age (Godzik, 1993; Salt et al., 1995).

Au niveau des semences, le tégument de la graine constitue une barriére a I’absorption
du métal par les graines en germination. Ceci a été montré par Lane et Martin (1982) et
Obroucheva et al. (1998) qui ont rapporté que le Cd se trouvait principalement au niveau des

cellules tégumentaires et qu’il n’atteignait pas I’embryon méme a des concentrations létales.

II1. Effets des métaux lourds

1. Sur la croissance

La mesure de la croissance est un parametre biométrique souvent utilisée pour la
détermination d'un éventuel effet phytotoxique des métaux lourds (Breckle, 1991; Jiang et
al., 2000). Des études, visant a évaluer cet effet, ont été effectuées sur de nombreuses especes
notamment 1’orge (Agarwala et al., 1977), le riz (Gupta et Mukherlji, 1977), la tomate
(Mazhoudi et al., 1997), le haricot (Chaoui et al., 1997), le bl¢ (Lin et al., 2007), le mais
(Baccouche et al., 1998) et le tournesol (Jouili et El Ferjani, 2003).

Dans les conditions environnementales, les métaux lourds pénétrent par les racines ou
ils causent les premiers dommages (Muller et al., 2000). Le Cd peut causer une réduction de
la croissance des racines et des parties aériennes, un enroulement des feuilles, une chlorose
foliaire et un brunissement racinaire (Sanita di Toppi et Gabbrielli., 1999; Mishra et al.,
2006).

La croissance racinaire est trés sensible au traitement par le Cd. Schiitzendiibel et al.
(2001) ont montré que des concentrations de 5 et 50uM de Cd induisent une réduction de 20%
et 90% respectivement de 1’¢longation racinaire chez Pinus sylvestris suite a une exposition
de 12 h. Une prolongation de la durée du traitement des racines en présence de 50uM de Cd a
montré un arrét de la croissance. Ceci est corrélé avec la forte accumulation de ce métal au
niveau du systéme racinaire de la plante.

L’inhibition de la croissance racinaire peut résulter de I’interférence du Cd avec la
division cellulaire et/ou I’¢longation cellulaire (Seregin et Ivanov, 2001). Seregin et Ivanov
(2001) ont illustré¢ un schéma décrivant les mécanismes possibles qui sont a 1’origine de la
diminution de la division cellulaire et par la suite une réduction de la croissance en présence

d’un stress métallique causé par le Cd ou le Pb. Parmi ces mécanismes, on peut noter la
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diminution de la plasticité cellulaire, la stimulation de la synthése de l'acide abscissique
(ABA) et de I'éthyléne, la diminution du pool de GSH, I’inhibition de la polymérisation des
microtubules, l'induction des aberrations chromosomiques et la fixation directe de I’ion
métallique a I’ADN (Figure 1).

La diminution de I’indice mitotique, qui refléte le nombre de cellules en division dans
les zones méristématiques, a ét¢ montrée suite a un traitement par le Cd (Clain et Daysson,
1977; Liu et al., 2003). De plus, I’induction des micronoyaux et des anomalies qui touchent
la structure et le nombre des chromosomes peuvent étre également a [’origine de la
diminution de la croissance racinaire (Liu et al., 2003).

Cependant, il a été démontré que des faibles concentrations de Cd (1-10uM) stimulent
la croissance (Lin et al., 2007; Aina et al., 2007). Cette augmentation a été attribuée a 1’effet
des faibles concentrations de ce métal sur la stimulation de la division et la prolifération
cellulaire aussi bien chez les animaux que les végétaux suite a des études sur des cultures
cellulaires (Von Zglinick et al., 1992; Beyersmann et Hechtenberg, 1997). La stimulation
de la prolifération cellulaire par des faibles concentrations de Cd peut étre due a la capacité de
ce métal & substituer Zn>" qui assure la liaison de plusieurs facteurs de transcription aux
régions régulatrices des génes. Zn”" est de plus un composant essentiel de plusieurs enzymes
impliquées dans les processus de transcription et de traduction (Sobkowiak et Deckert,

2003).

2. Sur la photosyntheése

L’effet des métaux lourds sur la photosynthése et la synthése de la chlorophylle est
largement documenté. L’inhibition de la photosynthése causée par le Cd est due a un désordre
de ’ultrastructure des chloroplastes, la diminution de synthése de la chlorophylle, de la
plastoquinone, des caroténoides, le transport des électrons, 1’inhibition de D’activité des
enzymes du cycle de Calvin et la déficience en CO, due a la fermeture des stomates (Seregin

et Ivanov, 2001; Sandalio et al., 2001; Mishra et al., 2006).

Le Cd altere le transport des électrons du PSII (Baszinsky et al., 1980). Ceci est da
probablement au changement structural et fonctionnel des thylacoides et la réduction de

activité de la ferredoxine-NADP™ réductase.
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Figure 1: Différents mécanismes altérant la division cellulaire et la croissance
suite a un stress métallique (GSH : Glutathion réduit ; G1: phase G1 ; S: phase

S; +:stimulation; -: diminution) (Seregin et Ivanov, 2001).
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3. Sur la nutrition minérale

La présence de Cd dans la solution nutritive peut agir sur [’absorption et
I’accumulation des ¢éléments nutritifs essentiels pour la croissance des plantes (Sanita di
Toppi et Gabbrielli, 1999; Sandalio et al., 2001; Aravind et Prasad, 2003; Elloumi et al.,
2007). Dans la plupart des cas, le Cd inhibe 1’absorption des cations K*, Ca**, Mg*", Mn*',
Zn*", Cu*" et Fe** (Srivastava et Jaiswal, 1990; Breckle, 1991; Ouariti et al., 1997) et des
anions NOj3™ (Burzynski et Grabowski, 1984; Hernandez et al., 1997; Ouariti et al., 1997).

Certains signes de toxicité des plantes par le Cd ont été attribués a des perturbations
d’origine nutritionnelle. Greger et Lindberg (1987) ont montré que les plantules de Beta
vulgaris, traitées par le Cd, développent des racines latérales courtes. Les mémes auteurs ont
supposé que ces signes sont diis a une carence en approvisionnement calcique. La réduction
des teneurs en calcium en présence d'un stress cadmique a €té montrée aussi chez le pois
(Sandalio et al., 2001). D’autres travaux ont montré que les chloroses et les nécroses qui se
manifestent suite au traitement par le Cd sont corrélées a des déficiences en oligoéléments tels

que : Fe, Cu et Mn (Leita et al., 1991; Ouariti et al., 1997).

4. Induction des especes réactives de I’oxygene

Les ions métalliques peuvent étre trés toxiques en activant les formes réduites de
I’oxygene aboutissant a la formation accrue des especes réactives de I’oxygene ou ROS
(Radetski et al., 2004; Piquers et al., 1999). Ces dernicres réagissent avec les
macromolécules tels que les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Les ROS altérent la
composition lipidique des membranes plasmiques ce qui est a 1'origine d'une peroxydation
membranaire. Ils sont a l'origine d'une activation ou une désactivation de plusieurs enzymes
tels que les enzymes intervenant dans le métabolisme oxydant. Au niveau du noyau, les ROS
entrainent des dommages au niveau de I'ADN d'ou une stimulation de la synthése des
poly (ADP-ribose) et une modification de I'expression de génes (Figure 2). Il peut en résulter
une altération des fonctions vitales de la cellule, conduisant parfois a sa mort (Briat et

Lebrun, 1999).




Synthese bibliographique -9-

Espéces oxygénées réactives

Lipides Protéines ADN

' ' '

Oxydation des thiols
Formation des carbonyles
— > Formation d’oxohistidine

1

Activation et désactivation
de systémes enzymatiques

, l ,

Peroxydation lipidique et —— Altération des systemes de = Ribosylation du poly ADP

détérioration des membranes transport des ions Altération de I’expression
| des génes

| |

—=  Perte de I’ATP et de NAD(P)H

Oxydation de la vitamine E Altération de ’ADN

Altération des récepteurs g9 Ajtération des gradients
ioniques

» | Destruction cellulaire -

Figure 2: Effets biologiques cellulaires des espéces réactives

de 'oxygéne (Lefévre et al., 1998).
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4.1. Définition d’un stress oxydant

La terminologie de "stress oxydant" est généralement utilisée pour toute agression
environnementale ayant pour conséquence une production accrue d’oxydants, molécules
toxiques dérivées de I’oxygene.

La particularit¢ des végétaux réside dans le fait qu’ils sont des producteurs de
I’oxygeéne, molécule a la fois vitale et nocive. La présence de cette molécule entretient de
surcroit toute une chaine de réactions radicalaires ayant pour conséquence la génération de
molécules oxydantes couramment appelées "especes réactives de 'oxygene: Reactive oxygen
species (ROS)". Les radicaux libres sont des espéces chimiques neutres ou chargées
présentant dans leur orbite électronique externe un é€lectron non apparié dit célibataire. Le
radical libre est instable et trés réactif et pour devenir stable il doit apparier son électron ou
bien céder le sien a une autre molécule. Chacune de ces réactions aboutit a la formation de
nouveaux radicaux libres. Dans les cellules végétales, les chloroplastes, les mitochondries et
les peroxysomes sont les principales sources génératrices des ROS (Hernadez et al., 1995;
Lamb et Dixon, 1997).

En général, la réduction partielle de I’oxygene par les électrons circulant a travers la
chaine des transporteurs d’électrons donne naissance a 1’anion superoxyde (O,") (Haliwell et
Gutteridge, 1986). L anion superoxyde ainsi forme se trouve rapidement transformé en H,O,
(Figure 3) par la superoxyde dismutase (SOD) qui de ce fait joue un role important dans la

lutte contre le stress oxydant dans la mesure ou H,O, est moins réactif que O,

e 2H + ¢ "H,O + 2H +¢ H +¢
0 — 0 ey H02 =—>» HO* —> H:20

Dioxygene Anion Peroxyde Radical
superoxyde d'hydrogeéne hydroxyle

Figure 3: Réduction monovalente de 1'oxygene

Le peroxyde d’hydrogeéne est une espéce stable, non radicalaire, mais toxique en
raison de son pouvoir oxydant. Dans I’organisme, H,O, peut diffuser a travers les membranes
plasmique, mitochondriale, chloroplastique ou peroxysomale favorisant ainsi des

perturbations a distance (Schiitzendiibel et al., 2001, Romero-Puertas et al., 2004). Le
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peroxyde d’hydrogeéne généré peut suivre la réaction de Haber-Weiss, dans laquelle le fer
[Fe(II)] est un donneur d’électrons pour former le radical hydroxyle qui est trés nocif.

Au niveau mitochondrial, le mécanisme principal de la production de I’anion
superoxyde fait appel a la cytochrome oxydase et consiste en une réduction tétravalente
directe de 1’0O, en H,O. Un autre mécanisme minoritaire de la chaine respiratoire consiste en
I’oxydation spontanée de I'ubiquinone (Uq) par O, et la production de 1’anion superoxyde
(McCord, 1985).

Les ROS ont tendance, par leurs propriétés oxydantes a arracher des électrons a
d’autres molécules comme les lipides membranaires, les protéines ou I’ADN des
chromosomes aboutissant a la destruction des constituants cellulaires essentiels. Cependant,
plusieurs auteurs ont montré que ces ROS jouent un role important dans le systéeme de défense
contre les pathogénes (Doke, 1997; Bolwell et al., 2002) et permettent la lignification et le
déclenchement d’autres processus comme la mort cellulaire programmée (Teichmann, 2001).
Elles jouent le réle d’une molécule signal et alertent la cellule de la présence du stress

environnant (Rentel et Knight, 2004; Maksymiec, 2007).

De ce fait, il est nécessaire pour la cellule de controler la quantité des ROS et non de

I’éliminer completement. Le controle de ces especes est réalis¢€ par le systeme antioxydant.

4.2. Systéme antioxydant

Le stress oxydant, conséquence naturelle du métabolisme de 1’oxygene, est
normalement controlé par des systemes endogeénes de défense antioxydante. Les antioxydants
cellulaires peuvent étre enzymatiques ou non-enzymatiques (Cho et Seo, 2005).

Généralement, 'augmentation des activités des enzymes impliquées dans les réactions
de défense semble étre liée a l'espece ou a la variété végétale utilisée, aux conditions

physiologiques de la plante utilisée, ou encore au type de stress oxydant appliqué.
4.2.1. Systemes antioxydants enzymatiques

4.2.1.1. La superoxyde dismutase

Le role déterminant de la superoxyde dismutase (SOD) dans les systemes de défense
antioxydante de 1’organisme est connu depuis 1968. On sait que 1’ion superoxyde (O,") est le
point de départ de la chaine de production des radicaux libres. Or, des ce stade précoce, la

superoxyde dismutase inactive 1’ion superoxyde en le transformant en peroxyde d’hydrogene
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(H20,). Celui-ci est ensuite rapidement catabolis¢ par la catalase et les peroxydases en
dioxygene (O;) et en molécules d’eau (H,0).

. SOD
202-+2H+ _— H202+02

La SOD présente divers isoformes comportant divers cofacteurs métalliques
(Kliebenstein et al., 1998 ; Moran et al., 2003) tels que :
= le cuivre et le zinc dans l'isoforme Cu-Zn SOD présent dans le cytosol, les
chloroplastes, le noyau et 1’apoplasme
= le fer dans l'isoforme Fe SOD présent au niveau des chloroplastes
= le manganese dans l'isoforme Mn SOD présent au niveau des mitochondries et
des peroxysomes.

En étudiant l'activité de différents isoformes de la SOD en présence d'un stress
cadmique, Drazkiewicz et al. (2007) ont observé une diminution de I’activité Cu-Zn SOD et
une augmentation de celle de Mn SOD et Fe SOD au niveau des feuilles d’Arabidopsis
thaliana traitées par 5 et S0uM de Cd. Ces auteurs ont suggéré aussi qu'en présence d'un
stress cadmique, 1’activité de différents isoformes de SOD dépend de la quantit¢ des ROS
accumulée dans la cellule. En effet, les activités de Mn SOD et Cu-Zn SOD dépendent de la
quantité de l'anion superoxyde alors que l'activit¢ de Fe SOD dépend de la quantité¢ de

peroxyde d'hydrogene.
4.2.1.2. La catalase (CAT)

La catalase réagit efficacement avec H,O, pour donner I’eau et I’O,.

CAT
ZHZOZ — 2H20+02

La catalase est localisée principalement dans les peroxysomes ; mais elle se trouve

aussi dans le cytoplasme.

De nombreux travaux ont montré la diminution de 1’activité de cette enzyme suite a un
traitement par le cadmium chez Pisum sativum (Sandalio et al., 2001), Phaseolus vulgaris
(Chaoui et al., 1997) et Helianthus annuus (Gallego et al., 1996). Cette baisse est due soit au

fait que cette enzyme est associée aux peroxysomes qui contiennent des protéases, soit a sa
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photoinactivation (Sandalio et al., 2001), soit a une déficience en Fe qui est un constituant du

site actif de cette enzyme (Jurcsuk et al., 2004).
4.2.1.3. La gaiacol peroxydase (GPX)

Plusieurs études ont montré que la gaiacol peroxydase (GPX) participe a de nombreux
processus physiologiques comme le développement des plantes (Kay et Basile, 1987), la
sénescence (Abdes et al., 1988), la biosynthése des lignines (Kay et Basile, 1987),
l'organogenese via la dégradation de 1'AIA (Schneider et Wightman, 1974) et la biosynthése
de I'¢thyléne. La GPX intervient dans des conditions de stress (Albert et Anderson, 1987).
Elle posseéde une importante capacité potentielle a éliminer les formes actives d'oxygene. En
effet, cette enzyme consomme le H,O; en utilisant le gaiacol ou le pyrogallol comme donneur

d'électrons selon la réaction suivante:

GPX
2H,0; + 4 gaiacol 2méthoxy phénol) — Tétragaiacol + 8H,0

4.2.1.4. L'ascorbate peroxydase (APX)

L'ascorbate peroxydase (APX) est une enzyme impliquée dans 1'élimination du
peroxyde d'hydrogene lors d'un stress oxydant. C’est une enzyme clé du cycle ascorbate-
glutathion (Figure 4).

L'ascorbate peroxydase réduit le H,O, en H,O en utilisant I'acide ascorbique comme

donneur d'électrons selon la réaction:

APX
H,0; + 2 ascorbate ——> 2 monodéhydroascorbate + 2 H,0

Chez les plantes supérieures, l'activit¢é APX est localisée a la fois au niveau des
chloroplastes (chAPX) et du cytosol (cytAPX) (Chen et Asada, 1989 ; Tanaka et al., 1991).
Selon sa localisation, la chAPX présente deux isofomes: I'APX du stroma (sAPX) et 'APX
thylacoidale (tAPX) (Miyake et Asada, 1992; Miyake et al., 1993).

La tAPX ¢élimine le H,O, généré lorsque la chaine de transfert d’électrons est
surchargée au niveau des thylacoides (Miyake et Asada, 1992). Comparée a la cytAPX,
l'activité de la chAPX est rapidement inactivée dans un milieu pauvre en ascorbate (Nakano

et Asada, 1981; Chen et Asada, 1989).
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4.2.1.5. La monodéhydroascorbate réductase (MDHAR)

La monodéhydroascorbate réductase est une enzyme du cycle ascorbate-glutathion

(Figure 4). Elle catalyse la réaction suivante :

MDHAR .
monodéhydroascorbate + 2 NAD  —> Ascorbate + 2 NAD

4.2.1.6. La déhydroascorbate réductase (DHAR)

La déhydroascorbate réductase (DHAR) est une enzyme du cycle ascorbate-
glutathion (Figure 4). Elle catalyse la conversion du déhydroascorbate en ascorbate en

utilisant le GSH comme substrat selon la réaction suivante:

DHAR
déhydroascorbate + GSH _ ascorbate + GSSG

4.2.1.7. La glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase (GR) joue un role essentiel dans la protection des
chloroplastes contre le dommage oxydant en maintenant un rapport GSH/GSSG élevé
(Mishra et al., 2006 ).

Cette enzyme catalyse la réduction de GSSG en GSH (glutathion réduit) selon la

réaction suivante:

GR
GSSG +2 NADPH —> GSH +2 NADP+

Au niveau du cycle ascorbate-glutathion, la GR élimine les peroxydes d'hydrogene en
utilisant le NADPH comme donneur d'¢lectrons. Sous I’effet d’un stress cadmique, 1'activité
de cette enzyme a été étudiée chez diverses espéces tels que Phaseolus vulgaris (Chaoui et
al., 1997), genus Alyssum (Schickler et Caspi, 1999), Helianthus annuus (Gallego et al.,
1996), Cuscuta reflexa (Srivastava et al., 2004) et Bacopa monnieri (Mishra et al., 2006).
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0, —> H,0, Ascorbate <

H,0; NAD(P)"
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Figure 4 : Cycle Ascorbate-glutathion (Asada et Takahashi, 1987)

1: Ascorbate peroxydase 2: Monodéhydroascorbate réductase 3 : Déhydroascorbate réductase

4: Glutathion réductase 5: Réaction spontanée GSSG : Glutathion oxydé GSH : Glutathion réduit.
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4.2.2. Antioxydants non-enzymatiques

e L'ascorbate est un antioxydant de I'apoplasme (Castillo et Greppin, 1988).
L'ascorbate joue le role de donneur d'électrons terminal dans le processus de désactivation des
radicaux libres tels que O, et H,O,. En plus de son role comme antioxydant primaire, 1'acide
ascorbique posseéde d'importantes fonctions comme antioxydant secondaire.

L'ascorbate participe également a l'action des dioxygénases qui interviennent dans la
biosynthése de plusieurs hormones végétales et de nombreux métabolites secondaires. Il
intervient aussi dans le controle du cycle cellulaire.

En tant qu'antioxydant, l'ascorbate réagit directement avec les radicaux libres (ions
superoxydes, H,0,, radical tocophéroxyl,...) pour former du monodéhydroascorbate
(instable) et/ou du déhydroascorbate, sans catalyse enzymatique.

e En ce qui concerne le glutathion, plusieurs travaux ont montré son rdle dans les
mécanismes de défense et d'adaptation des cellules aux stress oxydants (Dixit et al., 2001;
Mishra et al.,, 2006; Liu et al., 2007). Ce métabolite intervient dans la synthése des
phytochélatines qui jouent un rdle essentiel dans 1’homéostasie des ions métalliques chez les
plantes en chélatant, dans le cytoplasme, des métaux comme le Cd. Des transporteurs
transtonoplastiques ATP-dépendants véhiculent ces complexes vers les vacuoles ou ils seront
stockés. Les phytochélatines sont synthétisées au niveau des racines (Zhu et al., 1999) et leur
induction par le Cd a été beaucoup étudi¢e (Srivastava et al., 2004; Mishra et al., 2006).

e Au niveau des membranes, et principalement celles des chloroplastes, 1'a-tocophérol
(vitamine E) est un antioxydant important (Fryer, 1992). Le mécanisme, par lequel il élimine
les radicaux libres et protege les phospholipides membranaires, fait souvent appel a d'autres
composés tels que le glutathion et 1’ascorbate (Fryer, 1992). En plus des nombreux roles dans
la protection des membranes des plantes contre la détérioration photo-oxydative, 1'a-
tocophérol joue un réle trés important dans le recyclage de 1'acide ascorbique et du glutathion

réduit lors de la photo-oxydation des lipides (Fryer 1992).

5. Sur l'intégrité membranaire

Les phospholipides sont les composants principaux des interfaces entre les milieux
intra et extracellulaires. Ils sont disposés régulierement en monocouches (lipoprotéines) ou en
bicouches (membranes cellulaires) dans lesquelles les acides gras polyinsaturés sont tres
voisins les uns des autres et peuvent se déplacer a l'intérieur d'une méme couche ou entre des

couches différentes. Les radicaux libres provoquent leur lipoperoxydation. En effet, cette
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peroxydation lipidique est le processus le plus destructif de la structure et des fonctions des
membranes cellulaires et subcellulaires. De plus, les produits formés au cours de la
lipoperoxydation sont eux-mémes mutagenes.

Parmi les aldéhydes formés, le plus connu est le malondialdéhyde (MDA). C'est le
beta-dialdéhyde tricarboné, produit lors de la coupure des acides gras polyinsaturés possédant
au moins trois doubles liaisons (acide arachidonique, acide gamma-linolénique...) (Figure 5).
Il peut également étre formé a partir de composés non lipidiques tels que 1'acide ascorbique,
les acides aminés, lorsqu'ils sont exposés a I'action des radicaux hydroxyles, en présence de
métaux par exemple (Janero, 1990).

La lipoperoxydation peut étre initiée (initiation primaire) par la soustraction de 1’atome
d’hydrogeéne aux groupements méthylénes (-CH,-) des acides gras polyinsaturés. Elle peut
étre initiée aussi par la conversion d’hydroperoxydes stables préexistants en radicaux libres
alkoxy et peroxy; ce qui est connu sous le nom d’initiation secondaire ou initiation hydroxyde
dépendante (Girotti, 1985; Kappus, 1985).

La lipoperoxydation peut étre initiée aussi par la lipoxygénase qui est une
métalloenzyme a fer localisée au niveau de la membrane et oxydant les acides gras

polyinsaturés (Spiteller, 2003 ; Yurekli et Porgali, 2006; Skorzynska-Polit et al., 2006).

6. Sur le génome nucléaire

L'ADN est une molécule tres sensible a l'attaque par les ROS générés par les métaux
lourds. Cinq classes principales de dommages oxydants médiés par OH" peuvent étre induites.
Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de
brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002) (Figure 6).

Les bases qui composent 'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a
l'oxydation. L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées, mais le stress oxydant peut aussi attaquer la
liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme,
créant une coupure de chaine simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de
l'attaque des lipides dont la peroxydation génére des aldéhydes mutageénes, formant des
adduits sur les bases de 'ADN de type MDA -guanine ou éthénodérivés.

L'attaque radicalaire des protéines, qui sont trés nombreuses a entrer en contact avec
I'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzymes et facteurs de réplication ou de

transcription), entraine des pontages de protéines ou des adduits sur des bases de type
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génétique des cellules (Favier, 2003).




Synthese bibliographique -20-

lysinoguanine.

Selon leurs effets génotoxiques, certains métaux sont classés comme étant :
- essentiels mais relativement non toxiques ; exemple : le Zn?".
- essentiels mais toxiques a des concentrations élevées ; exemple : le Cu”™.

- non essentiels et hautement toxiques ; exemple : le Cd*” (Koppen et Verschave, 1996).

Au cours de la division cellulaire, les métaux lourds (tels que le Cd, le Cr et le Cu)
peuvent engendrer des anomalies de la mitose:

-mauvaise ségrégation des chromatides migrant difficilement vers les pdles. Certains
chromosomes sont retardés et isolés (effet aneugene).

-fragmentation des chromosomes. Les fragments dépourvus de centromeéres se
répartissent au hasard dans les cellules filles. Ils peuvent se ressouder soit a d’autres
fragments, soit a des chromosomes entiers ou ne pas réintégrer le noyau des cellules filles et
donner des micronoyaux (effet clastogeéne) (Liu et al., 2003; Qian et al., 2006; Souguir et
al., 2008).

Plusieurs auteurs ont montré que les métaux lourds (Cd%, Pb2+, Cr3+, Cu2+, C02+, Zn*"
Ni*", Hg2+) causent des aberrations chromosomiques en induisant des micronoyaux, des ponts
et des fragments de chromosomes (Agarwal et al., 1987 ; Fiskejo, 1988 ; Elftheriou et
Karataglis, 1989 ; Punz et Sieghardt, 1993 ; Wierzicka, 1994 ; Liu et al., 1995; Liu et al.,
2003; Gichner et al., 2004 ; I"Jnyayar et al., 2006 ; Souguir et al., 2008). IIs alterent le
fonctionnement du fuseau mitotique et leur interférence avec la division cellulaire peut
induire une inhibition de I’élongation racinaire (Jiang et al., 2000; Seregin et Ivanov, 2001).

La cellule possede des systémes de réparation. Parmi eux, certains réparent en totalité
I’ADN et ne laissent aucune trace de 1’attaque du composé génotoxique, d’autres assurent la
survie de la cellule quand les premiers sont dépassés mais dans ce cas, la réparation de I’ADN
n’est pas totale et peut conduire a des mutations. Certains auteurs ont suggéré que la
génotoxicité induite par le Cd est due a son interaction directe ou indirecte avec le systeéme de
réparation de ’ADN (Valverde et al., 2001; Gichner et al., 2004). Les 1ésions non réparées
vont perturber les mécanismes de réplication de I'ADN et entrainer soit des erreurs de lecture
et de synthese par des ADN polymérases inappropriés aboutissant a une mutation ponctuelle
dans le génome, soit une impossibilité de copier I'ADN qui aboutira a la mise en route du

suicide programme des cellules par un mécanisme appelé apoptose.
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De part sa capacité a engendrer des effets aneugenes et clastogenes, le Cd est
considéré comme un polluant hautement toxique. Son effet génotoxique sur I'ADN est
comparable a celui engendré par I'hydrazide maléique (HM) qui est un herbicide (Rank et al.,
2002; Marcano et al., 2004). En effet, Del Compo et coletto (1998) ont montré que I’effet
clastogénique de ce dernier est dii a sa capacité d’inhiber I’activité de certaines polymérases ;
enzymes intervenant lors de la réparation de ’ADN. En effet, il a été test¢ chez Allium cepa
(Marcano et al., 2004 ; Rank et al., 2002), Vicia faba (De Marco et al., 1995), Clitoria
ternata (Patil et Bhat, 1992) et peut induire des dommages au niveau de I’ADN des
lymphocytes humains (Ribas et al., 1995).

6.1. Avantages de I'utilisation des plantes supérieures dans les

tests de génotoxicité

Plus de 200 tests utilisant des microorganismes, des insectes et des plantes ont été
développés pour permettre 1’identification des agents causant des dommages a 1’homme
(Waters et al., 1988). L’utilisation des plantes a permis de mettre au point des tests de

génotoxicité trés performants.

Les avantages de 1’utilisation des plantes supérieures dans ce type de tests sont :

& Le nombre et la structure des chromosomes de certaines plantes supérieures. Les
anomalies mitotiques sont faciles a détecter lorsque les chromosomes sont longs et en
nombre réduit. Par exemple: Allium cepa (2n = 16), Pisum sativum (2n = 14), clones de
Tradescantia (2n =12), Vicia faba (2n = 12) et Crepis capillaris (2n = 6), offrent
d’excellents systemes de cytogénicit¢ et permettent la détection des aberrations
chromosomiques lors de la méiose et de la mitose ainsi que ’endommagement de I’

ADN (Grant, 1999).

é{

le cycle de développement tres court de certaines especes (Arabidopsis).

&(

Evaluation aisée de la génotoxicité des polluants chimiques utilisés purs ou en mélange.

&(

Evaluation de la pollution des sols. En effet, ces plantes participent au transfert des
composés polluants le long de la chaine alimentaire (Wiersma et al., 1986 ; Dudka et
Miller, 1999).

% La facilité de manipulation.

Environ 233 especes ont été utilisées, dans les tests de génotoxicité (Shelby, 1976).

Parmi ces plantes : Allium cepa (2n = 16), Arabidopsis thaliana (2n = 10), Crepis capillaris
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(2n = 6), Glycine max (2n=40), Hordeum vulgare (2n =14 ), Lycopersicon esculentum
(2n =16 ), Nicotiana tabacum (2n = 48), Pisum sativum (2n = 14) , Tradescantia crassifolia
(2n = 24), Vicia faba (2n = 12) et Zea mays (2n=20) (Grant, 1993 ; Grant et Owens, 1998 ;
Steinkellner et al., 1998 ; Knasmuller el al., 1998).

Vicia faba est un modéle fréquemment utilis¢ dans la détection des aberrations
chromosomiques et la formation de micronoyaux au niveau des cellules somatiques durant la
division cellulaire en raison de ses chromosomes de grande taille (Degarssi et Rizzoni, 1982;
Ma, 1982a; Dekergommeaux et al., 1983; Kihlman et Anderson, 1984; De Marco et al.,
1990 ; Qian et al., 2000).

6.2. Les différents tests de génotoxicité associés aux plantes
supérieures
L'utilisation de plantes supérieures a permis de détecter les effets génotoxiques des
métaux lourds dont :
1- Les cassures des chromosomes ou clastogénicité ou aberrations structurales des
chromosomes.
2- Le dysfonctionnement du fuseau mitotique affectant par la suite le nombre de
chromosomes ou aneuploidie.
3- La formation des micronoyaux (Test MCN)
4- L’¢change des chromatides sceurs (Test de SCEs).

5- Les cassures des brins d’ADN qui peuvent étre évaluées par le test de comete.

6.2.1. Clastogénicité

L’induction des cassures de chromosomes est considérée comme 1’un des tests de base de
la génotoxicité. Le test d’aberration chromosomique in vitro est pratiqué chez les plantes au
niveau de la zone méristématique (Marcano et al., 2004; Ji et al., 1999; Steinkllener et al.,
1998) et chez les animaux au niveau des cellules des mammiféres en culture (Evans ,1976;
Galloway et al., 1978; Ishidate et Sofuni, 1985). Ce test est destiné a détecter les agents
polluants qui provoquent des anomalies touchant la structure des chromosomes.

Ces aberrations sont détectables par un examen au microscope au stade de la métaphase et se
présentant sous la forme de délétions, de cassures, de modifications intrachromosomiques ou
interchromosomiques. Ces modifications structurales des chromosomes sont induites

directement par l'agent polluant en créant des dommages au niveau de I’ADN, soit
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indirectement suite a la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (Kovalchuk et al.,
2001).

Selon Jiang et al. (2000) et Marcano et al. (2004), les aberrations structurales sont
sous forme d’adhérences de chromosomes ou " stickiness ", des ponts anaphasiques
accompagnés de ruptures, des chromosomes isolés (absence de migration des chromosomes),
des chromosomes non-disjoints (chromatides non séparées) et des micronoyaux.

Les délétions terminales ou les pertes de télomeres ont comme conséquence la formation
de ponts et de chromosomes collants en ana-télophase (Nicoloff et Gecheff, 1976 ; Rank et
Nielson, 1993). En effet, quand un chromosome se coupe en un point unique, les fragments
distaux, c’est a dire les fragments qui sont détachés du centromeére, ou acentriques et donc ne
possédant pas de centromere sont perdus. Bien que le grand fragment restant contienne le
centromere, I’absence de télomere fonctionnel a 1’une des extrémités conduit fréquemment a
I’instabilité du chromosome. Les télomeres proteégent de la dégradation nucléotidique et de la

fusion bout a bout.

L’induction des ponts chromosomiques lors de 1’ana-télophase est une forme évidente de
clastogénicité. Ces ponts se forment entre des chromosomes ou des fragments isolés résultant
des coupures simples ou doubles brins. Selon Cornforth et Goodwin (1991), les ponts
proviennent des chromosomes dicentriques suite a des processus d’échange apres cassure

double brin.

Les adhérences de chromosomes ou " stickiness" sont définies comme étant des
agglutinations de chromosomes de nature inconnue qui ont comme conséquence un aspect
collant des chromosomes (Rieger et al., 1995 ; Jiang et al., 2000). Ces adhérences sont
supposées provenir des endommagements de protéines périphériques telle que 1’ADN-
topoisomérase-II qui peut également étre a 1’origine des cassures chromosomiques (Gaulden,
1987). En effet, la topoisomérase-II joue un rdle dans la condensation des chromosomes

pendant la prophase ainsi que la séparation des deux chromatides sceurs pendant I’anaphase.

Les tests s’intéressant a ’é¢tude de D’effet clastogénique des métaux lourds utilisant
Allium cepa (Fiskesjo, 1979 ; Fiskesjo, 1988; Lerda, 1992; Rank et Nielsen, 1994 ; Liu et
al., 1995 ; Borboa et De la Torre, 1996), Crepis capillaris (Ruposhev, 1976) ou Hordeum
vulgare (Zhang et Yang, 1994) ont montré que des métaux tels que Al, Cd, Cr, Hg, Pb, Se et

Zn ont des effets génotoxiques, alors que le Cu n'est pas clastogene.
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Plusieurs auteurs considérent que 1’augmentation de la fréquence des aberrations
chromosomiques dans les extrémité racinaires est dépendante de la concentration et du temps
d'exposition a l'agent polluant jusqu’a un certain seuil ou la fréquence de ces aberrations
commence a diminuer suite au blocage de la division cellulaire (Rank et Nielsen, 1997 ;
Alvarez-Moya et al., 2001 ; Marcano et al.,, 2004). Ce blocage est ¢valué¢ par I’indice

mitotique (IM) qui permet d’estimer la fréquence des divisions cellulaires

6.2.2. Aneugénicité

Tout agent qui interagit avec la fonction du fuseau mitotique, durant la mitose ou la
meéiose, cause des erreurs de ségrégation chromosomique. Cet agent est dit aneugéne (Sandhu
et al., 1986) et peut provoquer deux types d'aberrations :

-une non-disjonction (Newcombe, 1979; Marcano et al., 2004) qui correspond a

I’incapacité¢ des chromosomes appariés a se séparer (disjonction) lors de la division
réductionnelle de la méiose ou a I’incapacité des chromatides sceurs de se disjoindre, soit au
moment de la division équationnelle de la méiose, soit lors de la mitose. Les deux
chromosomes ou chromatides jointes migrent vers [’un des poles et seront inclus dans une des
deux cellules filles, I’autre cellule fille en sera dépourvue.

-un__décalage de P’anaphase qui décrit I’échec de [I’incorporation d’un

chromosome dans le noyau de I’une des cellules filles apres division cellulaire. Ceci résulte
du déplacement retardé (décalage) du chromosome au cours de I’anaphase et de la perte
chromosomique qui en résulte.

Le Cd, ainsi que d'autres métaux lourds ayant une grande affinité pour les groupements
SH, sont associés préférentiellement a des tubulines et par la suite a la fonction du fuseau
(Ahlberg et al., 1972 ; Fiskesjo, 1979 ; 1988 ; 1997 ; Mukherjee et Sharma, 1986 ;
Anderson, 1986 ; Lerda, 1992 ; Liu et al., 1995 ; Borboa et De la Torre, 1996).

6.2.3. Induction de micronoyaux

L’induction de micronoyaux in vitro est un des tests de mutagénicité utilisé pour la
détection de la capacité¢ de tout agent physique ou chimique a induire la formation de petits
noyaux (micronoyaux) dans le cytoplasme de cellules en interphase. Lors d’une lésion
majeure de I’ADN, une fraction de chromosome ou un chromosome entier, apres la division
cellulaire, peut se détacher et former un micronoyau visible en microscopie photonique apres

coloration.
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Ces entités nucléaires présentes dans le cytoplasme de cellules mitotiques en interphase
ou des tétrades résultent des fragments de chromosomes acentriques induits par la
clastogénicit¢ (Ma 1982b; Ma, 1982¢; Sandhu et al., 1989, Souguir et al., 2008), de la
rupture des ponts ou d’un retard de la ségrégation des chromosomes dii a I’aneugénicité
(Zaka et al., 2002; Souguir et al., 2008).

Le test des micronoyaux (ou Test MCN) constitue un outil valable pour déterminer la
génotoxicité des métaux lourds, des pesticides, des radiations, des produits tabagiques et, qui
appliqué aux lymphocytes humains, permet d’évaluer les conséquences de 1’exposition
professionnelle a des produits toxiques.

Les tests MCN appliqués sur les cellules méristématiques des extrémités racinaires de
plusieurs espéces (Ahberg et al., 1972; Fiskesjo, 1979; 1988; 1997; Mukherjee et Sharma,
1986; Lerda, 1992; Liu et al., 1995; Borboa et De la Torre, 1996; Knasmuller et al.,
1998; Steinkellner et al., 1998; Wang, 1999; Jiang et al., 2000; Souguir et al., 2008) ont
été utilisés pour tester I’effet génotoxique de divers métaux tels que 1I’As, le Cu, le Cd, le Cr,
le Hg, le Ni, le Pb, le V , le Zn et des eaux contaminées par certains de ces métaux (Helma et

al., 1992).

6.2.4. Induction des échanges de chromatides sceurs (SCEs)

Le test SCEs permet d'identifier des génotoxines méme a de tres faibles concentrations
(Tucker et al, 1993). Il permet de visualiser les échanges réciproques des bras
chromatidiques appartenant a un méme chromosome et il a ét¢ employé sur différentes
plantes : Allium cepa (Schvartzman et Cortes, 1977; Panda et al., 1998), Vicia faba
(Kihlman et Komberg, 1975; Templaar et al., 1982) et Nicotiana plumbaginifolia (Panda
et al., 1998; Schvatzman, 1987; Schubert, 1994). Testé chez Allium cepa, le Cd induit des

échanges de chromatides sceurs (Panda et al., 1996).

6.2.5. Test des cométes

Le test des cométes permet de mesurer les cassures induites directement par un agent
génotoxique, indirectement lors des processus de réparation des dommages et enfin lors des
processus secondaires de fragmentation de I’ADN telle que I’apoptose. C’est une technique
récente qui est considérée comme tres efficace pour la détection de la génotoxicité a court

terme de certains polluants (Singh et al., 1988; Fairbain et al., 1995; Frenzelli et al., 2000).
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Suite a une migration ¢lectrophorétique, les noyaux dont ’ADN a subi des cassures
prennent une forme de cométe alors que les noyaux dont I’ADN n’est pas endommagé restent
ronds.

Ce test a été appliqué chez les plantes telles que Vicia faba (Koppen et Verschaeve,
1996), Allium cepa (Navarrete et al., 1997) et Nicotiana tabacum (Gichner, 2003). 11 a été
utilisé pour la détection in vitro de I’effet génotoxique de divers métaux tels que : le As>", le
Cd2+, le Cr? T le Hg2+, le Niz+, le Pb*" et le V' chez des cellules humaines ou de rats (Betti et

al., 1993 ; Pool-Zool et al., 1994; Hartmann et Speit 1994; Rojas et al., 1996; Blasiak et

Kowalik, 2000).

6.3. Exemples de tests de génotoxicité associés aux plantes

supérieures

Le Tableau 1 résume et fait apparaitre quelques exemples de plantes supérieures utilisées

comme mod¢le dans les tests de génotoxicité.

Tableau 1: Exemples des plantes étudiées et tests associés

Systeme utilisé

Tests de génotoxicité

Références

Allium cepa

-Division mitotique et aberrations
chromosomiques

-MCN

-SCE

-Test de Comeéte

-Grant, 1982; Fiskesjo, 1997; Rank
let Nielson, 1993

-Reddy et al., 1995; Ma et al., 1995
-Schvartzman et Cortes, 1977;
Panda et al., 1998

-Narvette et al., 1997

Vicia faba

Division mitotique et aberrations

chromosomiques

Ma, 1982b; Kanaya et al., 1994 ;
Unyayar et al., 2006 ; Qian et al.,
2006

Hordeum vulgare

Aberrations chromosomiques en mitose

et en méiose

[Constantin et Nilman, 1982a ;

1982b; Panda et al., 1992

Crepis capillaris

Aberrations chromosomiques en mitose

Grant et Owens, 1998
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6.4. Génotoxicité du Cd

Le tableau 2 mentionne les diverses anomalies génétiques observées chez diverses
especes végétales apres traitement au Cd. On peut remarquer que le modele Allium cepa a été

largement utilisé dans les études génotoxiques du Cd.

Tableau 2: Génotoxicité de Cd (+: effet positif).

Génotoxicité Effet Plantes utilisées

Creppis capillaris (Ruposhev, 1976)
Allium cepa (Lerda, 1992 ; Borboa et De la

Clastogénicité +

Torre, 1996)

Allium sativum (Liu et al., 2003)

Allium cepa (Borboa et De la Torre, 1996)
Aneugenicité +

Creppis capillaris (Ruposhev, 1976)

Allium sativum (Liu et al., 2003)
MCN + Allium cepa (Unyayar et al., 2006)
Vicia faba (Unyayar et al., 2006)

SCE + Allium cepa (Panda et al., 1996)

Mutation + Allium cepa (Reddy et Vaidyanth, 1978)
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7. Sur l'expression des génes

La plante répond au stress métallique par exclusion, chélation et compartimentation
des ions métalliques et aussi par expression des génes codant pour des protéines de stress.
L’induction ou la synthése de plusieurs protéines lors du stress est considérée comme un
mécanisme ubiquitaire de défense impliqué dans la réponse des plantes aux agressions
biotiques et abiotiques imposées par leur environnement. Ces protéines pourraient étre
regroupées en fonction des rdles qu’elles accomplissent a I’intérieur de la cellule pendant les
stress. Parmi ces protéines, certaines sont impliquées dans le métabolisme antioxydant,
d’autres interviennent dans les processus d’adaptation de la plante a son nouvel

environnement et le maintien du métabolisme de base.

Les métallothionéines et les phytochélatines sont induites lors d'une intoxication par
les métaux lourds. Ces deux molécules ont la capacité de fixer les métaux lourds par la
formation de complexes stables afin d’empécher leur circulation a 1’état libre dans les tissus.
Les métallothionéines (MT) sont des polypeptides riches en cystéines. Elles sont classées en
deux catégories définies sur la base de I’arrangement de leurs résidus cystéines (Robinson et
al., 1993):

-Les métallothionéines typel ou MT1: Cys-aa-Cys; aa est un acide aminé quelconque
-Les métallothionéines type 2 ou MT2: Cys-Cys et Cys-aa-aa-Cys.
Chez les plantes, une relation directe semble exister entre 1’accumulation des polluants

métalliques et I’induction simultanée des MT (Whitelaw et al., 1997).

Les phytochélatines (PC) sont des peptides de structure [y-Glu-(Cyst),.;1]-Gly. Elles
jouent un role essentiel dans ’homéostasie des ions métalliques chez les plantes en chélatant
dans le cytoplasme divers métaux tels que le Cd, le Zn et le Cu. Des transporteurs
transtonoplastiques ATP-dépendants véhiculent ces complexes vers les vacuoles ou ils seront
stockés. La phytochélatine synthase (PCs) qui est une y-glutamylcysteine dipeptidyl
transpeptidase est I’enzyme responsable de leur synthese (Grill et al., 1989).

Les phytochélatines sont synthétisées a partir du glutathion (Grill et al., 1989). Une
diminution de la quantité¢ de glutathion réduit s'accompagne d'une augmentation de I’activité
des enzymes responsables de sa synthése qui sont la y-glutamylcystéine synthétase, la
glutathion synthétase (Ruegsegger et al., 1990; Coi et al., 1996) et I’ATP sulfurylase (Ernst,

1999; Seregin et Ivanov, 2001). L’augmentation de 1’activité de ces enzymes est corrélée
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avec celle de I’expression des genes correspondants sous controle de I’acide jasmonique

(Reese et Wagner, 1987).

Les protéines de choc thermique (HSP) ou protéines de stress sont des molécules
"chaperonnes". Elles protégent les protéines d'une dégradation enzymatique, réparent les
protéines endommagées, empéchent ou stimulent l'expression de certains génes. Certaines de
ces protéines sont exprimées de manicre stable, mais d’autres sont induites sous 1’effet de
différents stress physiques, métaboliques ou chimiques telle que la présence de Cd (Fenik et
al., 1995; Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999). On distingue trois familles majeures de
protéines de choc thermique selon leur poids moléculaire: 90 kD, 70 kD et 27 kD. Les HSP 90
interviennent dans la transduction de signaux du cycle cellulaire lors d'un stress. Les HSP
70/27 permettent le maintien d'une production correcte d'ATP conduisant a une meilleure
gestion du stress cellulaire, facilitent la protéolyse des protéines altérées ou étrangeres
(apoptose ou mort cellulaire programmée) limitant ainsi les dommages cellulaires.

L’apparition ou la surexpression des genes codant pour les protéines de choc
thermique sont les premiers signes de réponse d’une cellule a des agressions. Méme si cette
réponse a d'abord été observée pour une élévation thermique, c'est un mécanisme de
protection cellulaire essentiel contre une multitude de stress. Suite a une exposition au Cd,
une augmentation de l'expression du gene Hvasp 17 codant pour HSP a été notée chez le mais
et I’orge (Sanita di Toppi, et Gabbrielli, 1999). De plus, un traitement par ce métal
augmente la synthése des protéines HSP 70 sur des cultures cellulaires de Lycopersicon

peruvianum (Neumann et al., 1994).

En ce qui concerne le métabolisme antioxydant, l'expression des genes codant pour
des enzymes antioxydantes a été peu étudié en présence du Cd. Les métaux lourds dont le Cd
semblent exercer une régulation transcriptionnelle sur les genes codant pour la CAT, la GR,
I’APX et la GPX (Tamas et al.,, 2008). L'expression de la DHAR ne montre aucune
modification durant le traitement par le Cd (Tamas et al., 2008). Concernant les peroxydases,
ces mémes auteurs ont noté une accumulation des transcrits PRXS alors que I’expression du
géne PRX7 est inchangée durant le traitement.

Une autre enzyme du métabolisme antioxydant, la SOD, a été¢ étudiée par Romero-
Puertas et al. (2002). Ces auteurs ont suggéré que la diminution de I’activité de l'isoforme
Cu-Zn SOD suite a un traitement par le Cd est due a la modification de la biosynthese de cette

enzyme au niveau de la transcription ou de la traduction.
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Pour la GR, le Cd semble exercer une régulation d'ordre transcriptionnel ou post-
traductionnel selon les especes. Une régulation post-traductionnelle de la glutathion réductase
a ¢été suggérée par Yannarelli et al. (2006) chez Triticum aestivum. En effet, ces auteurs ont
montré une augmentation de ’activité de la GR en absence d'une accumulation des ARNm
codant pour cette enzyme et de I’expression des protéines. Ce résultat a été confirmé par celui
trouvé chez Pisum sativum, en présence de Cd (Romero-Puertas et al., 2006) et d'ozone
(Edwards et al., 1994). Le méme type de régulation post-traductionnelle de I’ascorbate

peroxydase a été suggéré par Ortega-Villasante et al. (2007) chez Medicago sativa.




Matériel et Méthodes
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I. Matériel végétal et conditions de culture
Le matériel végétal utilisé dans ce travail est la féve (Vicia faba), variété : Aguadulce

1. Germination des graines
Les graines de Vicia faba sont triées et désinfectées par un lavage a I’eau de Javel (10 %)
pendant 20 min, puis rincées abondamment a 1’eau distillée pour lessiver les produits de
conservation ayant adhéré a la graine.
Pour faciliter et homogénéiser leur germination, les graines sont placées dans de 1’eau
distillée pendant une nuit. Elles sont ensuite, mises a germer entre deux couches de coton
imbibé continuellement par de 1’eau distillée. La germination se fait a I’obscurité et a une

température de 24 + 2°C.

2. Culture hydroponique

Apres 4 jours de germination, les plantules sont repiquées en sceaux contenant un milieu
nutritif hydroponique continuellement aéré par des pompes d’aquarium (Figure 7).

Les solutions nutritives sont renouvelées tous les 2 jours pour éviter les variations de pH
et I'épuisement des ions minéraux. La culture se déroule en salle climatisée sous conditions
controlées : 16h de lumiere/8h d’obscurité, a une température 25°C/20°C et a une humidité
relative de 65(+ 5) %. L’intensité lumineuse au niveau des plantules, assurée par des lampes
de mercure, est de 150pmol m?s’.

Les plantules sont cultivées sur un milieu nutritif équilibré enrichi en macro- et

oligoéléments.

Macro-éléments :

Les macro-¢éléments sont préparés individuellement et apportés dans le milieu

nutritionnel a des concentrations définies:

KNOs..oo oo 2mM
KHoPOy.ooooooi 1mM
Ca(NO3)2 , 4H,0..........coiiiiil. 2.5mM
MgSO4 TH0. ..., 1mM

Oligo-éléments :

Les oligo-¢léments, excepté le fer, sont réunis dans une solution mére unique et

apportés au milieu nutritionnel aux concentrations finales suivantes:
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Figure 7 : Plantules de féve en culture hydroponique
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MnSO4, 7THO ..o 10pM
ZnSO4 THZ0......cooiiiiiiicee, 1pM
CuSO4 SHZ0.....ooiiiiiicce, 1pM
H3BO4eooooieeeeeeee e 30uM
(NHy)6 M07024 ..o 0.03uM

Quant au fer, il est apporté a une concentration de 50uM dans le milieu nutritif et
fourni sous forme de complexe Fe-K-EDTA préparé selon les indications de Jacobson

(1951).

3. Traitement métallique et récolte des plantules

Les plantules de Vicia faba agées de 12 jours sont traitées par le cadmium ajouté dans
la solution nutritive sous forme CdCl,, a trois concentrations différentes, 50, 100 et 200uM.
Pour chaque traitement, 3 répliquats sont réalisés. Les plantules sont récoltées apres 12, 24 et
48 heures de traitement.

Les plantules sont fractionnées en deux parties : racines et feuilles (stade deux
premiers étages foliaires). Les racines sont lavées dans trois bains successifs d’eau distillée
puis séchées entre deux couches de papier filtre.

Les lots destinés a I’étude de la croissance sont mis a sécher dans I’étuve a 70°C apres
avoir pes¢ leurs masses de matiere fraiche et mesuré¢ les longueurs des racines et de la surface
foliaire. D’autres lots sont placés immédiatement dans ’azote liquide pour une utilisation

ultérieure.

II. Préparation des minéralisats et dosage des éléments minéraux

La quantité de cadmium prélevée par la plante est dosée par rapport a un témoin.

On effectue une minéralisation a froid ; les organes sont déshydratés a 60°C pendant
15 jours puis placés dans des piluliers en verre contenant 1’acide nitrique a 65%. Apres une
semaine, les minéralisats obtenus sont dilués cinq fois puis filtrés sur filtre sans cendre.

Le dosage des éléments minéraux et du cadmium a été effectué par spectrophotométrie
d’absorption atomique (Perkin Elmer-model 2380.). Une gamme d’étalonnage a été préparée

pour chaque élément.
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III. Dosage des pigments photorécepteurs

Les feuilles sont immergées dans 1’acétone 80% puis placées a 1’obscurité et au froid.
Apres 24 h, I’échantillon est broyé puis filtré sur gaze. Le résidu est repris dans I’acétone
80%. Le filtrat obtenu est centrifugé pendant 5 min a une vitesse de 3 000 rpm. Le culot est
repris dans I’acétone jusqu’a ce qu’il prenne une coloration blanche.

La densité optique est ensuite mesurée au spectrophotomeétre aux longueurs d’onde
450, 645 et 663 nm. Les concentrations en chlorophylles a et b et en caroténoides sont
déterminées a 1’aide des équations proposées par Mac Kinney (1941) et Arnon (1949). Les

résultats sont exprimés en mg/g MF.

IV. Analyse des lipoperoxydes membranaires

1. Extraction

Les racines et les feuilles fraiches de plantules de féve sont broyées dans un tampon
formé de 0.5% d’acide thiobarbiturique (TBA) et 20% d’acide trichloroacétique (TCA)
(m/v:1/10) avec une pincée de sable stérile. Le broyat est chauffé dans un bain marie a 95°C
pendant 30 min. Pendant cette incubation, un complexe se forme entre le TBA et les
composés aldéhydiques, essentiellement le malondialdéhyde (MDA): TBA-MDA. La
réaction est arrétée par un refroidissement immédiat dans un bain de glace. Apres
centrifugation a 10 000xg pendant 10 min, le surnageant est récupéré pour un dosage

colorimétrique des lipoperoxydes.

2. Dosage

Les concentrations en lipoperoxydes sont déterminées par la méthode de Heath et
Packer (1968). Les produits de peroxydation lipidique, qui réagissent avec le TBA sont
principalement le MDA et les endoperoxydes (Buege et Aust, 1978).

Le dosage est effectué par spectrophotométrie. L’absorbance du complexe TBA-MDA
est mesuré a 532 nm contre un blanc constitué de tampon d’extraction. La densité optique est
corrigée par une lecture a 600 nm. La concentration de MDA est calculée en utilisant son

coefficient d’extinction molaire (¢ = 155mMem™).

(Aszz- Agoo) X V A = Absorbance

MDA (nmol/g MF) = x 1000 | v — volume de I’extrait (mL)
155 x MF

MF = Maticre végétale fraiche (g)
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V. Dosage du superoxyde d’oxygene

La production de I’anion superoxyde d’oxygene est déterminée par le XTT ( sodium,
3-[phenylamino-carbonyl]-3,4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzene-sulfonic acid
hydrate) qui est réduit en présence de O,  (Sutherland et Learmonth, 1997) selon

I’équation :

XTT + 20, + 2H" » XTTH,+20;
Le matériel végétal (1g) est broyé dans un tampon d’extraction composé de S0mM
Tris-HCI1 (pH 7.5). L’extrait est centrifugé pendant 20 min a 14 000xg. Le surnageant est

récupéré par la suite pour servir au dosage du superoxyde d’oxygéne.

Le milieu réactionnel comporte le tampon d'extraction, 1’extrait protéique et le XTT
(0.5mM). La réduction de XTT est déterminée a 470 nm en utilisant un coefficient

d'extinction molaire € = 21.6 mM 'em™.

VI. Dosage du peroxyde d’hydrogeéne

La mati¢re végétale fraiche est broyée dans une solution de 0.1% TCA a raison de 10
mL/g de matiere fraiche. Le broyat est ensuite centrifugé a 6 000xg pendant 15 min a 4°C. Un
volume de surnageant est incubé en présence d’iodure de potassium (1M) additionné au
10mM tampon phosphate (KH>PO4/K,HPOy; pH 7).

La densité optique est déterminée a 390 nm (Sergiev et al., 1997).

VII. Dosage de I’activité lipoxygénase (LOX)

L’activité de la lipoxygénase est déterminée seulement au niveau des racines de Vicia
faba. Les racines sont broyées dans un mortier en présence d’un tampon d’extraction composé
de 50mM tampon phosphate (KH,PO4+/K,HPO4; pH 7), SmM cystéine et 10mM EDTA.
L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé a 14 000xg pendant 20 min et le surnageant est
récupéré pour le dosage de I’activité lipoxygénasique (LOX). Cette activité est déterminée par
la mesure de I’absorbance des hydroperoxydes a 234 nm (Axerold et al., 1981). Le milieu
réactionnel, de volume final égal a ImL, est composé de 0.16% tween-20 (v/v), tampon a
0.2M glycine (pH 10.0), de 100mM acide linoléique et de 1’extrait enzymatique. L’activité
enzymatique de la lipoxygénase est calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire

e=25mM'em™.
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VIII. Mesure de I'intégrité cellulaire

La mort cellulaire indiquant la perte de 'intégrit¢ de la membrane plasmique est
mesurée spectrophotométiquement a 1’aide de 1’absorption de la solution de bleu Evans
(Baker et Mock, 1994). L’intensité de la couleur est proportionnelle au nombre de cellules
mortes.

Trois extrémités racinaires (lcm) sont coupées puis incubées dans une solution de
0.025% bleu Evans (m/v) pendant 30 min. Ces racines sont rincées pendant 15 min et broyées
dans 800uL d’une solution de 50% MeOH (v/v) et 1% SDS (m/v). L’homogénat est incubé
dans un bain marie pendant 15 min a 50°C puis centrifugé a 14 000xg pendant 15 min. La

densité optique du surnageant est lue a 600 nm.

IX. Détermination de l'activité des enzymes antioxydantes

1. Extraction
Le matériel végétal est broyé dans un mortier maintenu dans la glace en présence

d’une pincée de sable stérile.

Le tampon d’extraction, a raison de SmL pour 1g de matiere végétale, est composé de:

= Phosphate de potassium KH,PO4,/K;HPOy.......... S50mM, pH 7
= Ascorbatede Sodium.............cccoeeviiiiiiiiiieeeeeeen, S5mM
D EDTA oo 0.2mM

Le broyat est ensuite centrifugé a 12 000xg pendant 15 min. Le surnageant récupéré

représente la fraction des protéines solubles ou extrait brut.

2. Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué¢ selon la méthode de Bradford (1976). Le
principe de cette méthode est basé sur la liaison du Bleu de Coomassie G-250 avec les
liaisons peptidiques; ce qui entraine un changement du maximum d’absorption du colorant de
465 nm a 595 nm.
Une aliquote de I’extrait est additionnée a 2.5mL du colorant. La coloration se développe
dans un temps minimum de 5 min mais ne dépassant pas 30 min. L’absorbance est lue a 595

nm. La gamme étalon est réalisée avec des concentrations croissantes de BSA.
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<%  Préparation de la solution de Bleu de Coomassie :

Le Bleu de Coomassie Brillant G-250 (100mg) est dissous dans 50mL d’éthanol (95%)
puis 100ml d’acide ortho-phosphorique (85%) sont ajoutés. Le mélange résultant est ajusté a

un volume final d’un litre par de I’eau distillée puis filtré et conservé a froid (4°C).

3. Dosage des activités enzymatiques par spectrophotomeétrie

3.1. Détermination de I’activité de la superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase catalyse la réaction:
202" +2H* —» H202 +02

Selon Mishra et Fridovich (1972), I’adrénaline (épinéphrine), en présence de I’anion
superoxyde O," s’oxyde spontanément en adrénochrome ; composé coloré qui absorbe a 480
nm. Les SOD, dont le rdle est de réduire I’anion O," inhibent ainsi cette réaction (Polle et al.,
1989).

Le dosage de I’activité SOD se fait en suivant I’évolution de la densité optique a 490 nm

d’un milieu contenant :

= Bicarbonate de sodium/Carbonate de sodium...62.5mM, pH 10.4

= Catalase..............oo 1.88UE/mL de milieu réactionnel
Le milieu réactionnel ne contenant pas 1’extrait protéique est additionné d’une aliquote
de solution d’adrénaline de maniere a avoir une variation de la densité optique de 1’ordre de

0.025/min, ce qui constitue le témoin.

L’ajout de ImM KCN dans le milieu réactionnel inhibe les Cu-Zn SOD et ne laisse

persister que 1’activité de la Mn SOD et de la Fe SOD.

3.2. Détermination de I’activité de la catalase

L’activité de la catalase est mesurée par la diminution de la densité optique a 240 nm
(e=0.036 mM™! cm']) due a la consommation de H,O, (Aebi, 1984).
Le milieu réactionnel est formé de :

= KHyPOJ/KyHPOy. ..., 25mM, pH 7

La réaction est déclenchée par 1’ajout de 1’extrait protéique.
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3.3. Détermination de I’activité de la gaiacol peroxydase

L’activité de la gaiacol peroxydase est déterminée selon la méthode de Fielding et
Hall (1978). Cette activité est mesurée par 1’augmentation de 1’absorbance a 470 nm due a la
polymérisation du gaiacol en tétragaiacol en présence de peroxyde d’hydrogéne selon la

réaction:
oo ’ » GPX P oo
2H,0: + 4 gaiacol ( 2méthoxy phénol)] —— Tétragaiacol + S8H20
Le coefficient d’extinction molaire du tétragaiacol est de 26.6 mM™ cm™. La réaction

est initiée par 1’addition de I’extrait protéique.

Le milieu réactionnel est formé par :

2 KH)POJ/KIHPO. ..o 25mM, pH 7
=3 HzOz ....................................................................... 10mM
2 Galacol..... ..o . 9MM

3.4. Détermination de I’activité de I’ascorbate peroxydase (APX)

L’ascorbate peroxydase catalyse la réaction suivante :
APX , .
Ascorbate + HO-—— déhydroascorbate ou/et monodéhydroascorbate + 2H>0

Le milieu réactionnel est formé de:

= Phosphate de potassium (KH,PO4/K;HPOy,)....50mM, pH 7

D EDTA e 0.1mM
= HzOz ....................................................................... SmM
= Ascorbate de Sodium...............ccocooevvviiiiiiiiiinnininn. 0.5mM

La réaction est suivie par la variation de 1’absorbance a 290 nm suite a 1’ajout de 1’extrait
protéique.

L’activité de I’enzyme est calculée selon le coefficient d’extinction molaire £ =2.8 mM'em™.

3.5. Détermination de I’activité de la monodéhydroascorbate
réductase (MDHAR)

La monodéhydroascorbate réductase catalyse la réaction suivante :

MDHAR
Monodéhydroascorbate + 2NADH —— Ascorbate + 2NAD*
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La composition du milieu réactionnel est la suivante:

= Phosphate de potassium (KH,PO4/K;HPQy,).....50mM, pH 7.6

2 EDTA. ..o 0.1mM
= NADH..............eeeeeen . 01mM
= Ascorbate de Sodium...............c....cooiiiiiiiinnnnne 2.5mM
= Ascorbate oxydase....................ccceceeeneeee.....5U/100mL de milieu réactionnel

Aprées addition de I’extrait protéique, le déroulement de la réaction est suivi par I’évolution

de I’absorbance a 340 nm due a ’oxydation de NADH. L’activité de I’enzyme, exprimée en

nanokatals, est calculée selon le coefficient d’extinction molaire € = 6.2 mM'em™.

3.6. Détermination de I’activité de la déhydroascorbate réductase

(DHAR)

La déhydroascorbate réductase catalyse la réaction suivante :
. DHAR
Déhydroascorbate + 2GSH ——— ascorbate + GSSG

Le milieu réactionnel (Doulis et al., 1997) comprend:

= Phosphate de potassium (KH,PO4+/K;HPOy,)...90mM, pH 7

2 EDTA....coee e 0.1mM
= Déhydroascorbate............................ 0.2mM
= Glutathion réduit (GSH)............................. SmM

En présence de I’extrait protéique, la réaction est suivie par I’évolution de
I’absorbance a 290 nm correspondant a la formation de I’ascorbate. L’activité de cette enzyme

est calculée a I'aide du coefficient d’extinction molaire € = 2.8 mM 'cm™.

3.7. Détermination de l’activité de la glutathion réductase

La glutathion réductase catalyse la réaction suivante:

GSSG + 2NADPH —SR, 2GSH + 2NADP+

Son activit¢ est mesurée selon Albrecht et Wiedenroth (1994) dans un milieu
réactionnel composé de :

= Triss-HCL..............oooiiieeieeeeen .. 01M, pH=9

= NADPH........c.o, 0.2mM
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= Glutathion oxydé (GSSG)....................ee.. 0.5mM
Suite a I’ajout de I’extrait protéique, le déroulement de la réaction est suivi par la
diminution de 1’absorbance a 340 nm due a 1’oxydation de NADPH.

L’activité est calculée a l'aide du coefficient d’extinction molaire £=6.2 mM 'cm™.

X. Mesure des métabolites anti-oxydants

1. Extraction

Le matériel végétal frais (1g) est broyé dans de 1’azote liquide dans un mortier
préalablement refroidi. L’échantillon est mixé et homogénéisé en présence de 4mL d’acide
métaphosphorique 5% (m/v) pendant une minute dans la glace. Le broyat est transvas¢ dans
un tube a centrifuger et le mortier est rincé par ImL d’acide métaphosphorique.

Apres centrifugation de I’extrait a 2 000xg pendant 35 min et a 4°C, le surnageant est

récupére et stockeé a -20°C pour la détermination des métabolites anti-oxydants.

2. Dosage

2.1. Dosage de l'ascorbate et du déhydroascorbate

Le dosage de l'ascorbate et du déhydroascorbate est déterminé selon la méthode de
Knorzer et al. (1996)
L'ascorbate réduit le Fe’" en Fe®™ qui se complexe alors avec le 2,2'-dipyridyl. Le composé

ainsi formé absorbe a 525 nm. Le déhydroascorbate est réduit en ascorbate par le DTT.

2.1.1. Détermination de I’acide ascorbique libre

Une aliquote de 125puL de DPextrait végétal est neutralis¢é avec 25ul de 1.5M
tri¢thanolamine. Un mélange de 150pL de tampon phosphate (150mM, pH 7.4) et 150uL de

H,O sont alors ajoutés.

2.1.2. Détermination de P’acide ascorbique total

Une aliquote de 125ul d’extrait végétal est neutralis¢ avec 25uL de 1.5M
tri¢thanolamine. On additionne 150uL de tampon phosphate et 75uL de 10mM DTT. Le
mélange est incubé a la température ambiante pendant 15 min afin de réduire le
déhydroascorbate présent dans 1’extrait.

L’exces de DTT est ¢éliminé par 1’ajout de 75uL de 0.5% N-éthylmaléimide (m/v).
L’¢échantillon est ensuite incubé pendant au moins 30 secondes a température ambiante.

Dans I’ensemble des échantillons, on ajoute successivement :
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- 300pL d’acide trichloroacétique a 10% (m/v),
- 300uL d’acide phosphorique a 44% (v/v),
- 300puL de 2,2’dipyridyl a 4% (m/v) dans 1’éthanol 70%
- 150pL de FeCls a 3% (m/v)
La courbe étalon est préparée avec une gamme d’acide ascorbique en solution avec 5%

d'acide métaphosphorique.
2.2. Dosage du glutathion réduit et oxydé

La méthode enzymatique, spécifique et sensible, dite de recyclage par DTNB-
glutathion réductase (« DTNB-GSSG réductase Recycling assay ») permet de doser
séparément, le glutathion total (GSHr= GSH + GSSG) et le glutathion oxyd¢ (GSSG). Ce

dernier se fait par dérivation (alkylation) de la forme réduite (GSH).

2.2. a. Principe de la méthode de "recyclage par DTNB-GR" pour doser le GSH.,
(GSH+GSSG)

Le GSH est oxydé¢ par le DTNB [5-5’-dithiobis (acide -2- nitrobenzoique)] pour

donner GSSG avec la formation steechiométrique de TNB, selon la réaction:

2 GSH + DTNB » GSSG+2TNB (1)

A cette étape, la totalité du glutathion de 1’échantillon est sous forme oxydée (soit
provenant de la réaction (1) soit préexistant dans I’extrait sous cette forme). GSSG est ensuite

entierement réduit par la GR en présence de NADPH, suivant la réaction (2):

GSSG + NADPH,H* » 2GSH +NADP* (2)

Le GSHr produit a partir de cette réaction s’engage a nouveau (d’ou le terme "recyclage" de
la méthode) dans la réaction (1) et le taux de formation de TNB est suivi a 412 nm et est

proportionnel a la somme de GSH + GSSG.

* Mesure

NADPH (0.3mM) et DTNB (6mM) sont extemporanément préparés dans un tampon
stock composé¢ de 143mM K,HPO, et de 6.3mM DTAP (acide diéthyléne triamine
pentaacétique) (pH final 7.5). Le mélange est incubé a 30°C pendant 15 min dans les

proportions suivantes :
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- NADPH 700uL
- DTNB 100pL
“H,0 100pL

A I’ensemble, 100uL de I’extrait (surnageant) sont ajoutés, suivis de 0.5U de GR (type
IIT de levure, Sigma), en mélangeant, pour initier la réaction puis la DO a 412 nm est
immédiatement suivie en fonction du temps (seule la zone de linéarité est prise en
considération). Un essai a blanc sans extrait contenant 100uL de tampon d’extraction sert
pour la correction de base.

Une gamme ¢étalon, réalisée dans les mémes conditions, est préparée a partir des

concentrations adéquates de GSSG.

2.2. b. Principe de la méthode de "recyclage par DTNB-GR" pour doser le GSSG

Le glutathion oxydé peut étre dosé¢ de la méme maniére que le glutathion total, et ce
apres traitement de la forme réduite (GSH) par le 2-vinylpyridine. Cet agent réagit avec les
groupements (-SH) du glutathion réduit et son élimination du milieu réactionnel avant

incubation de la GR s’aveére non indispensable (Anderson, 1985).

*Mesure

Le dosage de GSSG est réalisé¢ de la méme manicre que pour le GSHr, ce qui differe
est l'alkhylation préalable des extraits par le 2-vinylpyridine avant le test enzymatique. En
effet, S00uL de ’extrait sont incubés en présence de 10uL de 2-vinylpyridine. Le mélange est
bien homogénéisé puis 30uL de triéthanolamine sont ajoutés et [’ensemble est
vigoureusement agité.

Aprés 60 min, le GSSG est dosé a partir de 100uL du mélange, suivant la méme
procédure de GSHrt mais contenant 1UE de GR au lieu de 0.5 seulement pour le cas de GSHr.
Un contrdle avec le tampon d’extraction substituant 1’extrait racinaire et une gamme étalon

avec le GSSG est réalisé en parallele.

2.2. c. Détermination de la teneur en glutathion réduit (GSH)

Les teneurs racinaires en GSH sont calculées par la différence des teneurs en
glutathion total (GSHt= GSH + GSSG) préalablement déterminées et celles en glutathion
oxydé (GSSQ).

GSH= GSHr - GSSG
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2.3. Dosage des thiols non-protéiques acido-solubles (SHr) (pH<1)

Les teneurs en SHt sont déterminées en utilisant le réactif d’Ellman, le DTNB. A
200uL de surnageant sont ajoutés 630uL de 0.5M K,HPO,4 (pH 7.5) et I’absorbance a 412 nm
est mesurée a 30°C. Apres addition de 25ulL de DTNB (extemporanément préparés dans un
tampon stock (143mM K,HPO, contenant 6.3mM DTAP, pH 7.5)), la DO est lue aprés 2
min. L’augmentation de I’absorbance de I’échantillon avant et apres 1’addition de DTNB est
corrigée par I’absorbance du réactif DTNB lui-méme. Ceci est réalisé avec un essai a blanc ou
le surnageant est substitué¢ par 300uL de tampon d’extraction.

On calcule les concentrations de SHt en utilisant le coefficient d’extinction molaire du

DTNB; ¢ = 13600 M"'cm' (Ellman, 1959).

2.4. Estimation des teneurs en phytochélatines

La soustraction de la teneur du glutathion réduit de celle des thiols non protéiques

acido-solubles (pH<1) totaux est utilisée comme une estimation des phytochélatines (PC).

PC = SHy - GSH
Phytochélatines Thiols Glutathion
non-protéiques réduit
totaux
XI. Dosage des phénols

La quantité¢ des phénols est estimée selon la méthode de Swain et Hillis (1959). Le
dosage repose sur l'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué d’un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols
réduit ce réactif en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la
couleur est proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés.

La matiere végétale est broyée dans 1’éthanol 80%(v/v) puis agitée a chaud pendant 30
min. L’¢éthanol est évaporé et le résidu est solubilis¢ dans 20mL d’eau distillée. A ImL
d’aliquote, on ajoute 7.5mL d’eau distillée et 0.5mL de réactif de Folin, puis on agite
rigoureusement.

Aprées 3 min, on ajoute dans le tube 1mL d’une solution saturée de Na,COj3 (40%). On
incube 1 heure a température ambiante. L’absorbance a 725 nm est mesurée et la quantité de

phénols est exprimée en unités selon la formule suivante :
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Ans x V A = Absorbance a 725nm
Phénols totaux = V = Volume de I’extrait (mL)

(Unités) MF MF = Maticre végétale fraiche (g)

XII. Extraction des ARN totaux et PCR quantitative en temps réel

1. Extraction des ARN

Les échantillons sont broyés dans I’azote liquide, empéchant ainsi tout réchauffement
des tissus pouvant étre a I’origine de la dégradation des ARN par les ARNases (trés fragiles a
I’extraction) (Annexe I).

On ajoute ImL de Tri-Reagent : La composition du Kit n'est pas connu mais on peut
supposer qu'il contient un anti-oxydant pour éviter I’oxydation des composants cellulaires, un
inhibiteur des ARNases, du LiCl a 2M final permettant la précipitation différentielle des ARN
(vis-a-vis de ’ADN génomique) lors de 1’addition de I’isopropanol, du phénol pour la
déprotéinisation en présence de chloroforme, des sels tels que I’acétate de sodium pour la
précipitation des ARN avec I’isopropanol. Le Tri-Reagent permet de maintenir I’intégrité des
acides nucléiques tout en dégradant les composants cellulaires.

L’addition de chloroforme, réagissant avec le phénol du Tri-Reagent, suivie d’une
¢tape de centrifugation permet la séparation de ’homogénat en 2 phases :

-une phase organique contenant du chloroforme et du phénol
-une phase aqueuse contenant les acides nucléiques.

Aprées récupération de la phase aqueuse, 1’ajout d’isopropanol permet la précipitation
des ARN. Apres centrifugation, on obtient un culot d’ARN qui sera lavé a I’éthanol 70% afin
d’¢éliminer les traces de sels et permettra un séchage rapide du culot.

Le culot est resuspendu dans un volume minimum d’eau a déterminer. Une nouvelle
centrifugation est réalisée afin d’éliminer les dernicres insolubilités. Le surnageant contient

alors les ARN solubilisés et purifiés.

2. Dosage des ARN par spectrophotométrie
Le dosage des ARN est réalisé a ’aide d’un spectrophotometre UV. Il permet d’une

part de vérifier la pureté des ARN obtenus et d’autre part de connaitre leur concentration. Il
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sera préférable de ramener tous les échantillons a une concentration en ARN identique. Le
dosage est effectué¢ avec I'ARN dilué¢ 100 fois.

La densité optique est mesurée a deux longueurs d’onde différentes : A = 260 nm
(maximum d’absorption des acides nucléiques) et A = 280 nm (maximum d’absorption des
protéines). Le rapport R = DOygp / DOssp permet de déterminer le niveau de contamination
protéique des ARN : R > 1,8 correspond a une bonne déprotéinisation.

La relation : DO (260 nm) = |¢—*> [ARN] = 40 pug / ml permet de
déterminer la concentration en ARN de chaque échantillon (JARN] = (40*100*D0O360)/1000).
En déterminant le volume exact de chaque échantillon, ils sont ramenés a une concentration

identique pour plus d'homogénéité.

3. Electrophoreése des ARN sur gel d’agarose

Cette étape est un contrdle permettant de vérifier I’intégrité des ARN. On fait migrer
1pg d’ARN en présence de 5 uLL de tampon de charge sur un gel d’agarose 1% (Annexe II).

Les ARN sont visualisés sur une table UV grace au BET ajouté lors de la préparation
du gel. Le BET est un agent intercalant qui s’insére entre les bases des acides nucléiques et
qui présente, lorsqu’il est intercalé, une fluorescence orange sous UV courts (environ 300
nm).

La visualisation nette des sous unités ribosomiques 28S, 18S et 5S témoigne d’une

bonne intégrité des ARN.

4. Synthese des ADN complémentaires
La synthese d’ADNc se fait par transcription inverse des ARNm a partir de 800ng
d’ARN (Annexe III).

Une premicre étape de dénaturation des ARN est réalisée (2 min a 70 °C). Celle-ci est
indispensable pour déplier les éventuelles structures secondaires. En effet, il est possible que
I’ARN (simple brin) se soit hybridé sur lui-méme en formant une boucle. Dans ce cas, la
reverse transcriptase ne peut pas synthétiser I’ADNc en entier sans dénaturation.

Aprés dénaturation des échantillons d’ARN, un milieu réactionnel est ajouté. Il
contient du tampon pour le maintien du pH optimal (8-9) de I’enzyme RT (MMLYV), du
MgCl, indispensable a D’activité de 1’enzyme RT, des dNTP (nucléotides), des amorces
oligonucléotidiques constituées d’une série de thymines qui s’hybrident sur la queue poly (A)
des ARNm, un inhibiteur de RNases et I’enzyme RT catalysant la synthése des ADNc (a

ajouter extemporanément).
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La synthese de I’ADNCc est réalisée pendant 30 min a 48°C. La réaction est stoppée en

inactivant ’enzyme a 95°C pendant 5 min.

5. Polymerase Chain Reaction: PCR
La PCR correspond a une amplification d’un fragment d’ADN matrice délimité par
des amorces spécifiques. La PCR comporte 3 étapes :

e La dénaturation des ADN permettant de séparer les deux brins complémentaires;

e L’hybridation des amorces sens et anti-sens aux ADN matrices grace a une température
qui leur est thermodynamiquement favorable : le Tm ("Melting Temperature") déterminé
selon la formule prenant en compte le pourcentage en GC : Tm = 2(A+T) + 4(G+C).

e L’¢longation permet a I'ADN polymérase thermostable de synthétiser le brin
complémentaire de leur ADN matrice a une température qui lui est optimale. Ce brin est

fabriqué a partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel.

5.1. Choix des amorces

Les amorces utilisées sont sélectionnées de deux fagons : soit elles sont directement
sélectionnées sur la séquence des genes spécifiques de Vicia faba dans les banques de
données NCBI (cas de Actine, MTI et MT2), soit il est nécessaire d’effectuer un alignement
de séquences de genes d’especes différentes (Pisum sativum et autres especes) pour localiser
les séquences conservées. Dans ces séquences conservées, les amorces "sens" et "anti-sens"
(25 pb) sont désignées a partir de genes de Pisum sativum, l'espeéce la plus proche
génétiquement de Vicia faba (Famille des Fabacées) (hsp70.1, PCs, cat, CuZnSODcy, Mn
SOD et GR). Un exemple d'alignement est montré en Annexe IV. Ces différentes séquences
sont alignées grace au logiciel ClustalW (logiciel d'alignements multiples de séquences:
http://align.genome.jp/).

Plusieurs conditions sont a respecter pour permettre une bonne hybridation des
amorces sur la séquence cible: le pourcentage en G + C des amorces choisies doit étre
compris entre 50 a 60%, leur extrémité 3’ doit étre riche en G ou C, la température de fusion

doit étre comprise entre 55 et 68°C et les Tm des deux amorces doivent étre similaires.

5.2. PCR de controle

Les amorces désignées sont testées dans une PCR de contrdle afin de s'assurer de

l'amplification spécifique de la matrice cible.



http://align.genome.jp/

Matériel et Méthodes -47 -

La PCR de contrdle est donc réalisée a partir de 0.2 a Ing d’ADNc (Annexe V) et en
présence des amorces désignées. Les produits PCR sont ensuite séparés sur un gel d’agarose a

1.2 %.

5.3. Séquencage

Les produits de PCR sont séparés sur gel d’agarose (0.9%), les bandes sont coupées et
purifiées en utilisant le kit GFX™ PCR DNA (Annexe VI). La taille des fragments est
vérifiée a nouveau par électrophorése sur gel d'agarose (1.2%) avant le séquencage
(MWG/OPERON).

La détermination de I’homologie de nos séquences avec celles de Pisum sativum est réalisée

en faisant des BLAST dans la banque de données NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov).

5.4. PCR quantitative en temps réel

La PCR quantitative en temps réel permet de mesurer une quantité de transcrits
accumulés dans une condition expérimentale donnée. La quantit¢ d’ADN issue de
I'amplification est enregistrée en temps réel par un enregistreur de fluorescence. L’évolution
de cette amplification peut étre représentée par une courbe d’allure sigmoidale en 3 phases.
Une premiere phase ou la fluorescence du puits contenant de I’ADN ne se démarque pas du
bruit de fond, une phase exponentielle et une phase plateau. Les quantités d’ADN sont
comparées dans la partie exponentielle, moment pendant lequel I’augmentation de la quantité
d’ADN est proportionnelle a la quantité initiale de matrice (Higuchi et al., 1993; Heid et al.,
1996).

Le dispositif expérimental est composé¢ d’un thermocycleur classique associé a un
systtme d’enregistrement de la fluorescence, interfacé sur un ordinateur PC qui contrdle le

fonctionnement de 1’ensemble.

Une lampe halogéne produit, grace a un filtre, une lumiére monochromatique centrée a
485 nm qui est transmise optiquement jusqu’a la plaque de PCR. Le SYBR Green®,
fluorophore présent dans le mélange réactionnel, est excité a cette longueur d’onde et émet
une fluorescence verte a 520 nm. Le rayonnement €mis est capté par un systeme de détection

vidéo et les images de la plaque sont stockées dans la mémoire de 1’ordinateur.
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Le SYBR-Green® est une molécule qui se fixe dans le petit sillon de 1’hélice de
I’ADN. Son rendement quantique de fluorescence (intensité du rayonnement émis) augmente
significativement lorsqu’il est fixé a I’ADN double-brin. Ainsi, grice a cette molécule et au
systéeme d’enregistrement de la fluorescence, la progression de I’amplification est suivie a
chaque cycle et en temps réel.

Le logiciel Bio-Rad iQ5 permet d’une part de programmer et de controler le
déroulement des expériences de PCR quantitative et d’autre part, d’en stocker et exploiter les
données. L’interface graphique est divisée en trois parties: la premiére pour saisir les
conditions de PCR, la seconde pour saisir les données concernant les puits (position, couple

d’amorces, type d’échantillon) et la troisiéme pour afficher 1’analyse des résultats.
5.5. Quantification de ’ADN par la détection de fluorescence

5.5.1. Cycle-seuil et nombre de copies initiales

A la fin de la PCR, le logiciel représente graphiquement 1’augmentation de la
fluorescence de chaque puits au cours des cycles successifs. Le nombre de cycles étant placé
en abscisse et le logarithme de 1’intensité de la fluorescence en ordonnée, les amplifications
suivent une courbe sigmoide en 3 phases. Pendant la premiére phase (pouvant durer 15 a 25
cycles), la fluorescence du puits contenant de I’ADN ne se démarque pas du bruit de fond.
Puis I’augmentation de la fluorescence passe par une phase exponentielle visuelle (deuxiéme

phase, 5 cycles environ) avant de ralentir et atteindre un plateau (derniere phase).

Le cycle-seuil ou Ct (threshold cycle) correspond au cycle au cours duquel la
fluorescence d’un échantillon devient significativement différente du bruit de fond. Ce seuil
permet de comparer toutes les amplifications pendant la phase exponentielle. Si toutes les
conditions de PCR sont respectées, il existe une relation linéaire entre le nombre de copies

d’un géne présent initialement dans le puit et le cycle-seuil.

Si N est le nombre de copies du gene au cycle C, de la PCR et N le nombre de copies
présentes au départ dans le tube, le nombre de copies du gene au cycle C, peut étre exprimé
par la formule :

N=N,.(1+E)" 4)) ou E est I’efficacité de la PCR (avec E < 1).
Le nombre de molécules accumulées au cycle-seuil C; quelque soit Ny est donc:

N=Ny.(l1+E)“ Q)
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Au cycle-seuil, I’intensité de la fluorescence est la méme pour tous les puits. Donc, au
cycle-seuil, le nombre de copies est identique quelle que soit la quantité initiale de matrice.
Ainsi, pour deux nombres de molécules initiaux différents, N; et N,, on peut écrire :

Ni.(1+E™=N,. (1 +E)™“
soit : N/No= (1 +E)?/ (1 + E)*

Ou encore:. N]/N2 = ( 1_|_E)Ct2—Ct1

Les réactions de qPCR sont réalisées a partir d’ADNc déposé dans les puits auxquels

est rajouté un mix contenant les amorces a tester et le SYBRGreen (Annexe VII).

5.5.2. Quantification relative

Elle consiste en la comparaison directe de deux conditions données. Cette approche
nécessite la quantification en parallele pour chaque condition de la quantité d’un géne de
référence. Cette référence est parfois délicate a choisir. Il faut en effet que cela soit un gene
dont I’expression ne varie pas entre les deux conditions comparées. Dans notre cas, on a
choisi I’actine de Vicia faba comme référence (Actine). Le géne de l'actine est un geéne
domestique non régulé par les métaux lourds.

Les quantités relatives obtenues peuvent ensuite étre graphiquement interprétées en
réalisant un histogramme de la quantité relative en fonction du temps.

Les résultats sont accompagnés d’une courbe de fusion permettant de vérifier qu’un
gene unique est amplifié ainsi que d’une courbe d’amplification représentant la fluorescence

et donc indirectement 1’évolution de la quantité de transcrits en fonction du nombre de cycles.

5.5.3. Techniques des 2-A(ACY

R=N’ | /N ,2= 2-[(Ctgénel -Ctrefl)-(Ctgeéne2-Ctref2)]

*R est la quantité relative de transcrits

*N’1 est la quantité normalisée d’ADNc du gene d’intérét dans la condition 1

*N’2 est la quantité normalisée d’ADNc du gene d’intérét dans la condition 2

* Ctgencrest le Ct obtenu lors de I’amplification du géne d’intérét dans la condition 1

* Ctgene2 €st le Ct obtenu lors de I’amplification du géne d’intérét dans la condition 2

* Ctee1 st le Ct obtenu lors de I’amplification du géne de référence dans la condition 1

* Ctrepz est le Ct obtenu lors de I’amplification du geéne de référence dans la condition 2
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XIII Indice mitotique et numérisation des micronoyaux

Les graines de Vicia faba sont germées, repiquées puis traitées par 50, 100 et 200uM
de CdCl, pendant 12, 24 et 48 h. Lors de la récolte, 2 a 3 cm des zones méristématiques sont
récupérées et fixées dans une solution d’acide acétique et d’éthanol (v/v : 1/3) durant une nuit,
a ’obscurité et a 4°C.

Les racines sont conservées dans 1’éthanol 70%. Lors de 'utilisation, elles sont rincées
a I’eau distillée pendant 10 min puis hydrolysées par HCI (1N) qui permet la dissociation des
structures cellulaires.

La coiffe racinaire doit étre éliminée et les deux premiers millimétres de la partie
méristématique sont écrasés sur une lame microscopique et colorés avec I’orcéine.

L’indice mitotique réfeére au nombre des cellules en division comptées sur 100 cellules
(grossissement x400).

Le test de micronoyaux vise a mettre en évidence la présence d’un nombre accru
d’altérations chromosomiques au niveau des noyaux des cellules racinaires de Vicia faba
suite a ’application du stress métallique par le cadmium. La préparation est observée a
'objectif a immersion (grossissement x1000). Au moins 3 étalements sont réalisés pour

chaque échantillon afin de décompter 1000 cellules par lame.




Résultats et Discussion






Chapitre I : Effets du cadmium sur la croissance
et accumulation intracellulaire du cadmium

chez la féve






Résultats et Discussion -51-

I. Introduction

Dans le premier chapitre de notre travail, nous avons essayé de mettre en évidence la
modification de la morphologie de jeunes plantes de féve traitées par 50, 100 et 200uM de
CdCl, pendant 12, 24 et 48 h. Notre étude a porté sur la caractérisation des symptomes
d’intoxication, ’effet du stress cadmique sur 1’expansion foliaire, sur la croissance
longitudinale de la racine, sur la production des matieres fraiche et séche et sur la teneur en
eau.

Nous nous sommes intéressés aussi a 1’é¢tude de l’effet de Cd sur les pigments
photorécepteurs.

L’étude de la nutrition minérale et de 1’accumulation du cadmium au niveau des

différentes parties des plantules de féve constituent aussi une partie de ce chapitre.

I1. Résultats

1. Effets du Cd sur certains parameétres de la croissance et
I'hydratation des tissus chez la féve

1.1. Symptomes de toxicité de Cd

Les plantules de feves traitées par 50, 100 et 200uM de Cd montrent un retard dans le
développement des feuilles (Figure 8a). En effet, une diminution significative de 1I’expansion
foliaire a été observée des 24 h de traitement par les trois concentrations de CdCl,. Aprés 48 h
de traitement, cette réduction est d’environ 40% en présence de 100 et 200uM de CdCl, et
elle n’est que de 17% a 50uM de ce métal.

De méme, les trois concentrations de CdCl, provoquent une inhibition de la croissance
racinaire dés 24 h de traitement (Figure 8b).

Au niveau phénotypique, on observe un brunissement du systéme racinaire (figure 9)
et une diminution de la taille des racines secondaires a 48 h de traitement observés aussi sous

I’effet des trois traitements.

1.2. Effets de Cd sur les biomasses fraiche et séche et sur la

teneur en eau

Le Cd induit une réduction d’environ 30% de la biomasse fraiche des feuilles de Vicia
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Figure 8: Effets du cadmium sur l’expansion foliaire (a) et I’¢longation
racinaire (b) chez les plantules de féve. Les valeurs moyennes et les erreurs

standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 9: Aspects morphologiques de plantules de féve aprés 48 h de
traitement par différentes concentrations de CdCl.. Brunissement racinaire

et diminution de la taille des racines secondaires.

- Chapitre I -



Résultats et Discussion -54 -

faba a la fin des traitements par 50, 100 et 200uM de Cd (Figure 10a). Au niveau racinaire
(Figure 11a), cette réduction est plus précoce sous ’effet des traitements avec 100 et 200uM
de Cd. A 48 h d’exposition, la diminution de la biomasse fraiche est d'environ 40% a 50uM et
100uM de Cd et atteint 53% de réduction au traitement 200uM de Cd.

Les feuilles de féve traitées par 50, 100 et 200uM de Cd ne montrent une diminution
significative de leur biomasse séche qu’a la fin du traitement (Figure 10b), alors que la
réduction de maticre seéche racinaire (Figure 11b) est importante dés 24 h du traitement a des
concentrations de 100 et 200uM de Cd. Plus tard, cette réduction est plus prononcée sous
I’effet des trois traitements.

Toutefois, les racines semblent étre plus affectées que les feuilles. En effet, une
réduction d’environ 40% de la biomasse seche a été notée au niveau racinaire a 48 h de
traitement alors que cette réduction n’atteint qu’environ 20% au niveau foliaire a 50, 100 et

200uM de CdCL.

Les résultats concernant I'hydratation tissulaire montrent :
-une teneur en eau non affectée par les différentes concentrations métalliques au niveau de la
partie aérienne (Figure 10c).
-une réduction notable de la teneur en eau apres 48 h de traitement pour les différentes
concentrations utilisées au niveau des racines de féve (environ 20% de réduction par rapport

au témoin) (Figure 11c¢).

2. Effets de Cd sur les pigments photorécepteurs

La figure 12 représente I’évolution de différents pigments photorécepteurs:
chlorophylle totale, chlorophylle a, chlorophylle b et caroténoides des feuilles de plantules de
Vicia faba témoins et traitées par le Cd durant 12, 24 et 48 h.

Nous avons noté une réduction significative de la chlorophylle totale (Figure 12a) qui
atteint 30% au terme du traitement avec 100 et 200uM de Cd. Cette diminution touche
exclusivement la chlorophylle b (Figure 12¢) alors qu’une insensibilité de la chlorophylle a

(Figure 12b) a €té remarquée.
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Figure 10: Effets de différentes concentrations de Cd sur la matiére fraiche
(a), la matiere seéche (b) et la teneur en eau (¢) au niveau des feuilles de Vicia

faba. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a

partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 11: Effets de différentes concentrations de Cd sur la matiére fraiche
(a), matiére séche (b) et la teneur en eau (¢) au niveau des racines de Vicia
faba. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a

partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 12: Effets du cadmium sur la teneur en pigments photorécepteurs au
niveau des feuilles de Vicia faba. Les valeurs moyennes et les erreurs
standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles. (Chl:

chlorophylle).
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Les différentes concentrations de Cd utilisées n’ont aucun effet sur la teneur en

caroténoides (Figure 12d) pendant la période du traitement.

3. Effets de Cd sur la nutrition minérale
*Le Zinc : les teneurs en Zn des feuilles semblent significativement diminuées chez les
plantules traitées par rapport a celles des témoins dés 24 h du traitement (Figure 13a). Au
niveau de cet organe, cette diminution atteint 30% par rapport au témoin en présence de
50uM de Cd dans la solution nutritive, 40% en présence de 100uM et n’atteint que 20%
pour la plus forte concentration du métal (200uM). Au niveau des racines, cependant, la
variation de la concentration de Cd ne conduit pas a une modification de la teneur en zinc

(Figure 13b).

*Le Fer : Les variations de la teneur en fer, observées avec les différents traitements, sont
représentées dans la figure 14. Au niveau des feuilles, le cadmium entraine une réduction
de la teneur de cet ¢lément. Cette réduction est d’environ 55% a 48 h d’exposition quelque
soit la dose de Cd dans les solutions nutritives (Figure 14a). Contrairement aux feuilles,
les racines (Figure 14b) montrent une accumulation importante de cet oligo-¢élément dés
12 h d’application de Cd dans la solution nutritive. Cette augmentation atteint 30% en
présence de 50uM de Cd, 60% pour une concentration de 100uM et 75% pour une dose de
200uM de Cd.

*Le calcium : le cadmium provoque une diminution de la teneur en calcium au niveau des
feuilles de Vicia faba. En effet, a la fin du traitement (48 h), une dose de 50uM de Cd
réduit de 34% la teneur en calcium alors que des concentrations de 100 et 200uM
provoquent une réduction d’environ 60% de la teneur en calcium (Figure 15a).

En ce qui concerne les racines (Figure 15b), une diminution de 26% de 1’accumulation de

cet €¢lément est observée suite a des traitements par 100 et 200uM de Cd pendant 48 h.

4. Accumulation de Cd

Au niveau des feuilles (Figure 16a), la teneur en Cd augmente significativement des
24 h de traitement.

Au niveau racinaire (Figure 16b), ’augmentation de la teneur en Cd varie selon la
dose et la durée du traitement. Cette augmentation est notée des le début du traitement avec

les 3 concentrations du métal. Aprés 48 h d’exposition, en présence de S0uM
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Figure 13: Teneur en zinc au niveau des feuilles (a) et des racines (b) des

plantules de Vicia faba. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont

été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 14: Teneur en fer au niveau des feuilles (a) et des racines (b) des
plantules de Vicia faba. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont

été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 15: Teneur en calcium au niveau des feuilles (a) et des racines (b) des
plantules de Vicia faba. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont

été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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de Cd dans la solution nutritive, la teneur en Cd est 22 fois celle du témoin. Cette
augmentation est 37 fois celle du témoin dans le cas d’une concentration de 100uM et 64 fois
celle du témoin pour la plus forte concentration (200uM).

Le niveau d’accumulation du métal n’est pas le méme dans les deux organes de la
plante. En effet, le systéme racinaire accumule beaucoup plus de Cd que la partie foliaire.
Pour une dose de 50uM présente dans la solution nutritive par exemple, la teneur en Cd au
niveau foliaire est de 59.28ug/g MS alors qu’elle est de 745.70pug/g MS au niveau racinaire.
Pour la concentration la plus forte (200uM), cette accumulation est de 49.48ug/g MS au

niveau de la partie foliaire alors qu’elle est de 2194,52nug/g MS au niveau racinaire.

II1. Discussion

Dans ce chapitre, nous avons étudié¢ 1’incidence de trois doses de cadmium (50, 100 et
200uM), durant une cinétique de 0, 12, 24 et 48 heures sur des plantules de Vicia faba. La
cinétique ainsi que les concentrations ont été choisies a partir des essais préliminaires relatifs
a l’effet du cadmium sur la division cellulaire et l'induction des micronoyaux. Différents
parameétres ont ¢été étudiés au niveau des racines et de deux premiers étages foliaires qui
apparaissent sur des plantules de feve agées de 12 jours.

L’incidence de ce stress métallique a porté, en particulier, sur les aspects
morphologiques, sur certains parametres de la croissance et sur la teneur en pigments
photorécepteurs. L’accumulation de Cd et son effet sur la nutrition minérale ont été analysés

aussi dans ce chapitre.

Chez la féve, les premiers signes d’intoxication métallique que nous avons observés,
concernent un retard dans le développement des feuilles. Ceci pourrait étre dii a la diminution
de 1’¢lasticité de la paroi cellulaire qui est un effet indirect du Cd (Poschenrieder et al.,

1989) ou a la diminution de la photosynthése (Skérzynska et Baszynski, 1998).

Plusieurs travaux ont montré précédemment, d'autres manifestations phénotypiques
tels qu'un jaunissement foliaire ou chlorose dans le cas d’un traitement par le cadmium chez
la tomate (El1 Alami, 1997), le blé (Ouzounidou et al., 1997) et le Colza (Ben Youssef et al.,
2005), et des nécroses foliaires au niveau des feuilles de Colza traitées par le Cd (Ben
Youssef et al., 2005). Dans nos expériences, nous n’avons observé aucun de ces symptomes
phénotypiques au niveau des feuilles de féve durant le traitement. Lin et al. (2007) ont signalé

que, seules les fortes concentrations de Cd sont a 1’origine des symptomes visuels et des
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modifications morphologiques des plantes. Dans ce cas, cela suggére que la plus forte
concentration de Cd utilisée dans nos expériences (200uM) est une dose insuffisante pour
provoquer en 48 h des symptomes de toxicité au niveau des feuilles outre la diminution de la

croissance.

Au niveau du systéme racinaire, nous avons observé un brunissement des racines des
plantules traitées avec les 3 doses (50, 100 et 200uM de CdCl,). Ce résultat est en accord avec
les travaux de Mishra et al. (2006) qui ont aussi montré un brunissement des racines de
Bacopa monnieri suite a un traitement équivalent de Cd (50 et 100uM) pendant 4 et 7 jours.
De méme, Elloumi et al. (2007) ont signalé un brunissement des racines de Prunus dulcis
exposés au Cd pendant 14 jours. Ce symptome de toxicité de Cd au niveau racinaire semble
donc étre un phénomene général.

Le brunissement des racines et I'absence de développement des racines latérales
courtes pourrait étre la conséquence d’une déficience en approvisionnement calcique comme
l'ont suggéré Greger et Lindberg (1987). Selon d’autres auteurs, cela pourrait étre la
conséquence d’une subérisation poussée au niveau de ces organes (Barcelo et Poschenrieder

, 1990) qui limiterait I’absorption en eau (Breckle, 1991).

L’allongement et la ramification racinaire sont fortement affectés chez la féve dans
nos conditions expérimentales. La racine primaire ainsi que les racines secondaires des
plantules traitées montrent une réduction de leur croissance aprés 24 h du traitement et
deviennent de plus en plus rigides par rapport a celles des témoins en présence des 3
traitements. La diminution de la croissance racinaire ainsi que la réduction du nombre et de la
longueur des racines latérales sont des caracteres phénotypiques observés précédemment chez
Pisum sativum par Rodriguez-Serrano et al. (2006) suite a un traitement par une
concentration de S0uM de Cd pendant 14 jours. Lima et al. (2006) ont ¢galement montré une
réduction de 1’¢élongation racinaire chez la méme espece en présence de 30, 60 et 90uM de
Cd. Cette réduction atteint 50% chez Hordeum vulgare mis a germer sur papier filtre et traité

par ImM de Cd pendant 24 h (Tamas et al., 2008).

Nous avons également montré que la diminution de matiere fraiche et seche est plus
précoce et plus importante dans les racines comparées aux feuilles. Par exemple, nous avons
montré une réduction d'environ 40% de la matiere seche chez les racines de féve et d'environ

20% chez les feuilles apres 48 h de traitement par 50, 100 et 200uM de Cd. Cependant, Ben

- Chapitre I -



Résultats et Discussion - 65 -

Youssef et al. (2005) ont montré que S0uM de Cd provoque une chute plus importante de la
biomasse séche au niveau des feuilles (67.2%) comparé aux racines (55.4%) chez des
plantules de colza apreés 14 jours de traitement. Ce résultat suggere que les modifications
morphologiques observées au niveau de différents organes de la plante dépendent de 1'espéce
végétale et de la durée du traitement.

Nous avons observé aussi que la teneur en eau diminue au niveau des racines de féve;
elle est inaffectée au niveau des feuilles. La diminution de I'hydratation tissulaire au niveau
racinaire pourrait résulter de la baisse de croissance des racines et par conséquent une

diminution de la surface d’absorption racinaire.

Nos résultats montrent la vulnérabilité du systéme racinaire vis-a-vis du stress
métallique comparé a celui des feuilles. Ceci a été démontré par divers travaux (Chaiffi,
2003; Mishra et al., 2006). La racine est 1'organe directement en contact avec le métal. Le
contact direct avec les ions cadmiques engendre de nombreuses perturbations métaboliques
qui seront a I’origine des faits observés, a savoir les perturbations métaboliques qui touchent
le métabolisme antioxydant, l'intégrité cellulaire, l'activité mitotique et la structure des
chromosomes. Ces perturbations feront l'objet des chapitres suivants.

La baisse de la croissance peut étre attribuée a Dactivité NADPH oxydase.
L’augmentation de [Dactivit¢ de cette enzyme induit une accumulation de peroxyde
d’hydrogeéne qui est a I’origine de la diminution de la plasticité de la paroi cellulaire
(Foraman et al., 2003). Elle peut étre liée aussi a I’activité des peroxydases apoplasmiques.
Ces enzymes peuvent contribuer a une augmentation de la rigidité de la paroi cellulaire et par

conséquent un blocage de la croissance (Zhou et al., 2007).

Notre étude concernant 1’effet du Cd sur les différents pigments photorécepteurs a
montré, dans notre cas, une réduction de la chlorophylle totale aprés un traitement de 48 h.
Cette réduction est plus prononcée (environ 27%) a fortes concentrations (100 et 200uM) de
Cd. Cette réduction touche seulement la chlorophylle b alors que la chlorophylle a et les
caroténoides n’ont pas présenté une modification de leur teneur par rapport au témoin.

La diminution de la chlorophylle totale a été observée aussi chez Bechmeria nivea,
Bacopa monnieri et Pisum sativum exposées au Cd (Sandalio et al., 200; Mishra et al.,

2006; Liu et al., 2007).
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Dans notre cas, la chlorophylle totale ne montre une diminution qu’a la fin du
traitement, cela peut étre di au faible passage de 1’ion métallique vers les parties aériennes
pendant les premiers jours de traitement.

La dégradation de la chlorophylle ou I’inhibition de sa biosynthése qui engendre une
réduction de la photosynthése est un facteur qui limite la croissance induite des parties
aériennes en présence de Cd (Bazzaz et al., 1992; Somashekaraiah et al., 1992; Dixit et al.,

2001).

L’analyse de la composition ionique des plantules traitées a mis en évidence un
désordre nutritionnel chez la féve qui est variable selon 1’organe. En effet, des carences en
zinc, en fer et en calcium sont observées au niveau des feuilles de plantules de féve traitées
par le Cd, alors qu’aucune variation de la composition en zinc n’est observée au niveau
racinaire. Dans cet organe, une suraccumulation de la teneur en fer a été signalée ainsi qu’une
diminution de 1’élément calcium.

e Le zinc est un ¢lément essentiel a la croissance des plantes et joue un role essentiel dans la
biosynthese des enzymes, des auxines et plusieurs protéines. La diminution du zinc au niveau
des feuilles de feve peut engendrer une substitution de cet élément par le Cd et par la suite une
inhibition de I’activité d’une enzyme clé du métabolisme antioxydant qui est la Cu-Zn SOD
(Van Assche et Clijesters, 1990; Aravind et Prasad, 2003).

e Pour le fer, la diminution de sa teneur dans les feuilles de féve et son augmentation dans les
racines ont déja été¢ montrées chez d’autres especes (Sandalio et al., 2001; Elloumi et al.,
2007).

e La réduction de la teneur en calcium au niveau des feuilles et des racines traitées par le Cd
a été observée par d’autres auteurs (Sandalio et al., 2001). La diminution racinaire en calcium
pourrait expliquer en partie le brunissement racinaire décrit précédemment (Greger et

Lindberg, 1987).

Concernant la répartition du Cd entre les feuilles et les racines de féve, nos résultats
montrent un faible passage des ions métalliques vers les feuilles et une localisation
préférentielle de ces ions dans les racines. Par exemple, ces derni¢res montrent des teneurs 44
fois plus ¢levées que celles des feuilles suite a un traitement de 48 h en présence de 200uM de
Cd. Ceci confirme I’importance de la racine en tant que site d’accumulation privilégiée de Cd
comparativement aux autres parties de la plante (Dixt et al., 2001; Sandalio et al., 2001;

Mishra et al., 2006; Yannarelli et al., 2006; Lin et al., 2007; Liu et al., 2007). Ceci
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constitue un moyen permettant a la plante de limiter au maximum 1’exportation des polluants
métalliques vers les organes aériens.

L’accumulation de Cd au niveau racinaire peut s’expliquer, soit par une forte
précipitation du métal dans les espaces intercellulaires (Van Balen, 1980) ou dans les
vaisseaux du xyléeme (Barcelo et al., 1989; Sela et al., 1988), soit par une importante
rétention pariétale du polluant (Nishizono et al., 1989; Vecchia et al., 2005), ou par sa
séquestration endocellulaire par des peptides soufrés (Mehra et Tripathi, 2000; Clemens,
2001; Bruns et al., 2001).

Bien que le systéme pariétal des cellules racinaires puisse étre un lieu privilégié de
piégeage d’¢éléments métalliques, certaines travaux ont, cependant montré que I’accumulation
des métaux lourds dans les racines de certaines plantes, correspond en grande partie & une
séquestration vacuolaire (Boussama et al., 1996; Djebali et al., 2002). Ceci suggere que les
mécanismes qui régissent I’homéostasie des métaux lourds se manifestent préférentiellement

a I’échelle endocellulaire.
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I. Introduction

Dans le chapitre précedent, nous avons montré que l’inhibition de la croissance
constitue I’'une des manifestations du stress métallique causé¢ par le Cd chez la féve.
L’inhibition de la croissance observée sur notre modele végétal est certainement la résultante
de plusieurs effets sur le métabolisme de la plante et parmi eux 1’établissement d’un
déséquilibre des processus d’oxydo-réduction cellulaire qualifi¢é de stress oxydant. Les ions
métalliques peuvent étre toxiques en activant les formes réduites de 1’oxygene pour aboutir a
la formation d’especes radicalaires. Ces espeéces réagissent avec les molécules essentielles de

I’architecture de la plante telles que les lipides, les protéines et les acides nucléiques.

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la recherche de
I’ensemble des manifestations biochimiques qui régissent le stress oxydant induit par le Cd.
Nous avons essayé alors de déterminer la teneur en malondialdéhyde, les teneurs en anion
superoxyde d’oxygéne (O;") et peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et d’étudier I’activité de la

lipoxygénase ainsi que 1’effet de ce métal sur ’intégrité membranaire.

I1. Résultats

1. Effet de Cd sur I'accumulation des lipoperoxydes

La teneur en malondialdéhyde (MDA) issu de la dégradation des acides gras
polyinsaturés de la membrane plasmique est déterminée en utilisant I’acide thiobarbiturique.
L’accumulation du malondialdéhyde a été suivie durant la période de traitement par le Cd au
niveau des racines et des feuilles de Vicia faba.

La figure 17a montre qu’au niveau foliaire, la quantit¢ de MDA ne montre pas de
variations par rapport au témoin tout au long du traitement pour les trois traitements
métalliques (50, 100 et 200uM de Cd).

Au niveau racinaire (Figure 17b), I’accumulation de MDA varie selon la dose et le
temps de traitement. En effet, des concentrations de 50 et 100uM de Cd sont capables
d’augmenter la production de MDA d’environ 40% par rapport au témoin apres 24 h de
traitement, alors qu’une concentration de 200uM augmente cette production de 67%. Pour
une exposition plus longue (48 h), la lipoperoxydation membranaire demeure plus prononcée

en présence de 100 et 200uM du métal. En effet, cette stimulation est de 78% par rapport au
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Figure 17: Teneurs en malondialdéhyde (MDA) dans les feuilles (a) et les
racines (b) de feve cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs
moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures

individuelles.

-Chapitre II-



Résultats et Discussion -70 -

témoin au niveau des racines traitées par 100uM de Cd et atteint 108% pour un traitement a
200uM de Cd.

En conclusion : la présence des concentrations de 50, 100 et 200uM de Cd dans la
solution nutritive ne modifient pas la teneur en MDA au niveau des feuilles de féve alors
qu’une augmentation importante de la teneur en ce métabolite a été notée au niveau des

racines quelque soit la concentration de Cd.

2. Effet de Cd sur la production de I'anion superoxyde (O>*-)

L’estimation de la quantité de 1’anion superoxyde est déterminée au niveau des parties
foliaires et racinaires de Vicia faba en utilisant le XTT.

Au niveau de la partie aérienne, nous avons trouvé une production importante de
I’anion superoxyde apres une exposition de 24 h des plantules de féve au Cd (a I’exception de
50uM apres 12 h du traitement). L’augmentation est d’environ 70% par rapport au témoin en
présence de 50uM et 100uM de Cd et 30% en présence de 200uM de Cd dans la solution
nutritive (Figure 18a). Elle diminue au dela de 24 h pour rejoindre celle du témoin.

Les racines montrent une augmentation de la production de cet anion sur 48 h du
traitement et aux diverses concentrations cadmiques utilisées (Figure 18b). Aprés 24 h du
traitement, cette augmentation dépasse 30% par rapport au témoin pour des traitements a
50uM et 100uM de Cd et elle atteint 88% pour un traitement a 200uM de Cd. A 48 h de
traitement, la teneur en anion superoxyde continue a augmenter pour des concentrations de 50
et 100uM de Cd dans la solution nutritive (140% et 213% d’augmentation respectivement).
Cette augmentation est moins importante a 200uM de Cd (limité a134%).

On peut conclure que les trois doses de Cd présentes dans la solution nutritive (50, 100
et 200uM) augmentent la teneur en anion superoxyde uniquement a 24 h de traitement dans
les feuilles de féve. Dans les racines, cette augmentation est importante durant le traitement

quelque soit la dose utilisée.

3. Effet de Cd sur la production du peroxyde d’hydrogéne
La teneur en peroxyde d’hydrogene a été mesurée par spectrophotométrie a partir des
extraits de feuilles et de racines de féve traitées par 50, 100 et 200uM de Cd et récoltées apres

12, 24 et 48 heures d’exposition (Figure 19).

-Au niveau foliaire (Figure 19a), nous avons noté une augmentation de la production
de peroxyde d’hydrogéne qui devient significative aprés 24 h de traitement en présence des

plus fortes concentrations de Cd (100 et 200uM). Cette augmentation est d’environ 45% par
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Figure 18: Effets de différentes concentrations de Cd sur la production de
I’'anion superoxyde dans les feuilles (a) et les racines (b) de féve cultivée sur
solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs

standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 19: Effets de différentes concentrations de Cd sur la production de
peroxyde d’hydrogéne dans les feuilles (a) et les racines (b) de féve cultivée
sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs

standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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rapport au témoin pour ces deux concentrations du métal. Au bout de 48 h de traitement, la
production de peroxyde d’hydrogeéne atteint une augmentation d’environ 30% chez les
plantules traitées par 50 et 100uM de Cd par rapport aux témoins et 57% chez celles traitées
par 200uM de Cd.

-Au niveau des racines (Figure 19b), la stimulation de la production de peroxyde
d’hydrogene est plus précoce que celle observée chez les feuilles (12 h apres le début de
traitement métallique) et plus importante en présence de fortes concentrations de Cd. La
production de peroxyde d'hydrogeéne s’accentue au cours du temps d’exposition pour atteindre
respectivement 233% et 328% par rapport au témoin pour les traitements 100 et 200uM apres
48 h.

On peut conclure que la teneur en peroxyde d'hydrogéne augmente par rapport au
témoin au cours du traitement. Dans les feuilles, cette augmentation est significative des 24 h
en présence des fortes concentrations de Cd dans la solution nutritive alors qu'elle est plus

précoce (12 h) quelque soit le traitement au niveau des racines

4. Effet de Cd sur l'activité lipoxygénasique

L’accumulation des lipoperoxydes membranaires montrée précédemment dans les
racines de feve traitées par le Cd (Figure 17) nous a amené a étudier Dactivité de la
lipoxygénase dans cette partie de la plantule (Figure 20).

Les traitements de 100 et 200uM de métal dans la solution nutritive engendre une
augmentation trés significative de 1’activit¢ LOX des 12 h avec 51%, 76% et 84% par rapport
au témoin pour des doses respectives de 50, 100 et 200uM de Cd dans la solution nutritive. A
24 h, I’activité de cette enzyme diminue mais reste toujours plus importante comparée a celle

du témoin. A 48 h, I’activité LOX rejoint celle du témoin quelque soit le traitement.

5. Effet de Cd sur l'intégrité cellulaire

L'intégrité cellulaire est déterminée par la mesure da 1'absorbance de la solution de
bleu Evans a 600nm. En effet, les cellules mortes absorbent le colorant du fait de la
modification de leur perméabilité membranaire.

La figure 21 montre Deffet de différentes concentrations de Cd sur I’intégrité
cellulaire au niveau des extrémités racinaires de féve. Les résultats obtenus montrent que
I’absorption de la solution du bleu d’Evans commence a étre significative 24 h apres le
traitement par une dose de 200uM de Cd dans la solution nutritive avec une augmentation de

I’absorption de 40% par rapport au témoin. Elle atteint une élévation de 100% par rapport
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Figure 20: Activité de la lipoxygénase dans les racines de féve cultivée sur
solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs

standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 21: Effets de différentes concentrations de Cd sur l'intégrité cellulaire
dans les extrémités racinaires de féve cultivée sur solution nutritive enrichie
en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a

partir de 6 mesures individuelles.
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au témoin apres 48 h d’exposition au stress métallique (200uM). Des concentrations de 50 et
100uM de Cd dans la solution nutritive entrainent une hausse significative de 1’absorption de

la solution de bleu Evans de 40% et 60% respectivement par rapport au témoin.
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I. Introduction

Face au stress oxydant causé par la présence des ions métalliques, les végétaux vont
mobiliser différents systemes de défense qui leur permettent d’éliminer les radicaux libres.
Certains sont de nature enzymatique, les autres de nature chimique.

La deuxiéme partie de ce chapitre est donc consacrée a 1’étude de l’activité des
enzymes antioxydantes au niveau des feuilles et des racines de plantules de féve exposées en

hydroponie a 50, 100 et 200 uM de Cd pendant 12, 24 et 48 h.

I1. Résultats

1. Les superoxydes dismutases

Pour la détermination des activités superoxydes dismutases, nous avons procédé a la
détermination de I’activité totale de ces enzymes.

Dans les feuilles, le cadmium engendre des perturbations de [’activité totale des
superoxydes dismutases (Figure 22). En effet, nous observons une augmentation significative
de l’activité de cette enzyme des 12 h de traitement (Figure 22a). A 48 h, cette augmentation
atteint 136% en présence de 50uM de Cd dans la solution nutritive et environ 100% en
présence de 100 et 200uM de Cd dans la solution nutritive.

L’analyse de I’activité des différentes isoformes montre que les Cu-Zn SOD sont
stimulées des 12 h de traitement (Figure 22b). Cette stimulation atteint son maximum a 24 h
puis elle rejoint celle du témoin a 48 h quelque soit la concentration de Cd utilisée dans la
solution nutritive.

En ce qui concerne les isoformes Fe/Mn SOD, leurs activités ne montrent aucune
modification jusqu’a 24 h de traitement (Figure 22¢). L activité de ces isoformes augmentede
fagon trés importante a 50uM (250%), 100uM et 200uM de Cd (environ 400%) a 48 h de

traitement.

Dans les racines, I’effet du cadmium est plus modéré (Figure 23a). Nos résultats
montrent un niveau d’activité totale des superoxydes dismutases €levé chez les plantules de
feve traitée par 50, 100 et 200uM de Cd a 12 h de traitement. La stimulation la plus
importante est notée a 50uM ou elle représente 3 fois I’activité du témoin. Cependant,
I’activité totale des SOD diminue trés vite pour rejoindre celle du témoin des 24 h de

traitement. L’addition de KCN dans le milieu réactionnel montre 1’absence d’une activité
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Figure 22: Activités des superoxydes dismutases totales (SODt) (a), des Cu-
Zn SOD (b) et des Fe/Mn SOD (c) dans les feuilles de féve cultivée sur
solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs

standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Fe/Mn SOD. De ce fait, I’activité totale des superoxydes dismutases dans les racines
correspond a celle des Cu-Zn SOD (Figure 23b).

De ce fait, un ajout de 50, 100 et 200uM de Cd dans la solution nutritive entraine une
augmentation de l'activité totale de la superoxyde dismutase au niveau des feuilles de feve.
Dans cet organe, l'augmentation est due a la stimulation de I'activité des isoformes Cu-Zn
SOD et Fe/Mn SOD. Au niveau des racines, nous avons observé une augmentation
significative a 12 h due a la stimulation de l'isoforme Cu-Zn SOD. Les isoformes Fe/Mn SOD

sont absents au niveau racinaire

2. La catalase

L’analyse en cinétique des effets de différentes doses de Cd sur le niveau d’activité de
cette enzyme chez la féve montre le maintien d’une activité équivalente a celle de témoin dans
la partie aérienne de la plante. (Figure 24a). Dans la partie racinaire, nous avons noté une

¢lévation de I’activité de cette enzyme apres 12 h de traitement quelque soit la dose de Cd

(Figure 24b).

3. La gaiacol peroxydase

La gaiacol peroxydase permet I’élimination du peroxyde d’hydrogene qui induit la
polymérisation du gaiacol en tétragaiacol.

Cette enzyme montre un niveau d’activité inchangé par rapport au témoin au niveau du
systeme foliaire (Figure 25a). Cependant, au niveau de la partie racinaire (Figure 25b), nous
avons noté une stimulation significative quelque soit la dose utilisée dans la solution nutritive

a 48 h de traitement.

4. Cycle ascorbate-glutathion

Le cycle ascorbate-glutathion fait intervenir quatre enzymes : 1’ascorbate peroxydase
(APX), la monodéhydroascorbate réductase (MDHAR), la déhydroascorbate réductase
(DHAR) et la glutathion réductase (GR).

Dans les feuilles :

Nous avons noté les modifications métaboliques suivantes :

< Une activité inchangée par rapport au témoin de 1’ascorbate peroxydase a 24h et 48h de
traitement quelque soit la dose de Cd dans la solution nutritive (Figure 26a).
< Des concentrations de 50 et 100uM de Cd dans la solution nutritive n’entrainent pas une

variation de I’activité¢ de la monodéhydroascorbate au cours du traitement (Figure 26b).
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Figure 23: Activités des superoxydes dismutases totales (SODt) (a) et des
Cu-Zn SOD (b) dans les racines de féve cultivée sur solution nutritive
enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont été

déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 24: Activités de la catalase (CAT) dans les feuilles (a) et les racines (b)
de féve cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes
et les erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures

individuelles.
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Figure 25: Activités de la gaiacol peroxydase (GPX) dans les feuilles (a) et les
racines (b) de feve cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs

moyennes et les erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures

individuelles.

-Chapitre II-



Résultats et Discussion -82-

Cependant, une plus forte concentration (200uM) entraine une augmentation de son
activité des 24 h de traitement.

L’activité de la déhydroascorbate réductase ne présente aucune variation durant le
traitement par diverses concentrations de métal utilisées (Figure 27a).

La glutathion réductase catalysant la réduction du glutathion oxydée (GSSG) en GSH
(glutathion réduit), présente une augmentation de son activité seulement a 24 h de

traitement par les trois concentrations testées (50,100 et 200uM) (Figure 27b).

Dans les racines :

La réponse des enzymes du cycle ascorbate-glutathion au stress causé par le Cd chez

la féve montre les régulations suivantes :

7
L %4

7
L %4

Une diminution de 40% par rapport au témoin de I’activité de I’ascorbate peroxydase a 24
h du traitement. A 48 h, I’activité de cette enzyme rejoint celle du témoin (Figure 28a).
Une stimulation significative de 1’activit¢ de la monodéhydroascorbate réductase 48 h
apres le début du traitement (Figure 28b).

Pour toutes les concentrations de Cd testées, 1’activité¢ de la déhydroascorbate réductase
présente une stimulation importante dés 24 h de traitement ou un maximum a été noté
avec S0uM de Cd dans la solution nutritive (70% par rapport au témoin) et une
stimulation plus modérée avec 100 et 200uM de Cd (38% par rapport au témoin) (Figure
29a).

La glutathion réductase montre une augmentation de son activité qui devient significative
apres 24 h de traitement. Cette augmentation atteint 120% par rapport au témoin pour les

diverses concentrations du métal testées apres 48 h de traitement (Figure 29b).

La figure 30 récapitule I’ensemble des variations métaboliques survenues au niveau

des activités des différentes enzymes du cycle ascorbate-glutathion exprimées en pourcentage

par rapport au témoin apres 24 h et 48 h de traitement.

24 h de traitement cadmique induit (Figure 30a):

B3

> Une diminution significative de ’activité de I’APX

R/
0.0

Une absence de réponse de la monodéhydroascorbate réductase

< Une stimulation de I’activité de la déhydroascorbate réductase

B3

> Une augmentation de I’activité de la glutathion réductase.
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Figure 26: Activitées de [l’ascorbate peroxydase (APX) (a), la
monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) (b) dans les feuilles de féve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 27: Activités de la déhydroascorbate réductase (DHAR) (a) et la
glutathion réductase (GR) (b) dans les feuilles de féve cultivée sur solution
nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont

été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 28: Activités de l’ascorbate peroxydase (APX) (a), la
monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) (b), dans les racines de féve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 29: Activités de la déhydroascorbate réductase (DHAR) (a) et la
glutathion réductase (GR) (b) dans les racines de féve cultivée sur solution
nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont

été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 30: Récapitulatif des activités relatives des enzymes du cycle
ascorbate-glutathion: I’ascorbate peroxydase (APX), la
monodéhydroascorbate réductase (MDHAR), la déhydroascorbate réductase
(DHAR) et la glutathion réductase (GR) exprimées en % des témoins dans les

racines de feve cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd pendant 24 h

(a) et 48 h (b).
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48 h de traitement cadmique induit (Figure 30b):

Aucun effet sur I’activité ascorbate peroxydase

Une stimulation de I’activité de la monodéhydroascorbate réductase

Une stimulation de I’activité de la déhydroascorbate réductase

Une forte augmentation de I’activité de la glutathion réductase qui dépasse 120%

celle du témoin pour les diverses concentrations du métal testées.
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Partie 3 :

Effets de Cd sur les systemes antioxydants non-

enzymatiques
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Figure 31: Effets des différentes concentrations de Cd sur la quantité de
I’ascorbate réduit (ASA) (a) et oxydé (DHA) (b) au niveau des feuilles de feve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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I. Introduction

L'effet du stress cadmique sur le systéeme de défense non-enzymatique fait I’objet de la
derniére partie de ce chapitre. Nous avons dosé la teneur en ascorbate, en glutathion, ainsi que
la teneur en phénols au niveau des parties racinaires et foliaires de plantules de Vicia faba.

Une fois dans la plante, les ions métalliques sont pris en charge par diverses molécules
pour étre stockés sous des formes non toxiques. Parmi ces molécules, les phytochélatines qui
sont des peptides synthétisés a partir du glutathion et qui permettent le stockage vacuolaire
des ions métalliques. Une estimation de la teneur des phytochélatines a été¢ déterminée dans

les racines des plantules de feve traitées par 50, 100 et 200uM de Cd pendant 12, 24 et 48 h.

I1. Résultats

1. Teneur en ascorbate
Nous avons représenté ci-dessous les résultats relatifs a la teneur en ascorbate réduit

(ASA) et en déhydroascorbate (DHA) au niveau des feuilles et des racines de feve traitée par

50, 100 et 200uM de Cd pendant 12, 24 et 48 h, sachant que DHA=ASA total - ASA réduit.

Dans les feuilles

La figure 31 illustre les variations de la production de 1’ascorbate réduit et oxydé au
niveau des feuilles de feve cultivée dans une solution nutritive enrichie en CdCl, (50, 100 et
200uM).

Nous avons observé que la production d’ascorbate réduit (Figure 31a) au cours de
toute la période de traitement ne montre aucun changement significatif par rapport au témoin

quelque soit la dose de Cd utilisée.

En ce qui concerne I’ascorbate oxydé (Figure 31b), nous avons montré une
production importante des 24 h de traitement avec la plus forte dose de Cd dans la solution
nutritive (200uM) et qui continue a augmenter avec le temps d’exposition pour atteindre de

147% celle du témoin apres 48 h de traitement.
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Figure 32: Effets des différentes concentrations de Cd sur le rapport
Ascorbate réduit/Ascorbate oxydé (ASA/DHA) dans les feuilles de feve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Ainsi, le rapport ASA/DHA (Figure 32) calculé au niveau foliaire a 24 h de traitement
montre une augmentation significative lorsque les plantes sont traitées avec 50 et 100uM de
Cd (environ 30% d’augmentation par rapport au témoin) et une diminution significative pour
200uM de Cd (environ 40%). A 48 h de traitement, des doses de 100 et 200uM provoquent
une diminution de ce rapport. Cette diminution n’est significative qu’en présence de 200uM
de Cd. Cet effet est donc dépendant de la concentration en cadmium, qui entraine ainsi une
plus grande oxydation de I’ascorbate dans les feuilles, aprés un temps de latence de quelques
heures.

Dans les racines

Sous I’effet du traitement cadmique, les racines montrent une augmentation de la
production d’ascorbate réduit dés le début du traitement (Figure 33a). Cette augmentation est
environ 3 fois plus importante par rapport a celle du témoin pendant toute la durée du
traitement.

Concernant 1’ascorbate oxydé¢ (Figure 33b), nous avons noté un effet similaire qui se
traduit par une production importante dés le début du traitement. Elle atteint son maximum a
la fin de la période d’exposition ou elle est 4.7 a 5 fois plus importante par rapport a celle du
témoin pour des doses respectives de 100 et 200uM du métal dans la solution nutritive.

Ainsi, le rapport ASA/DHA (Figure 34) montre une légere augmentation apres 24 h
de traitement quelque soit la dose de Cd utilisée. Apres 48 h, ce rapport baisse pour atteindre
33% de diminution par rapport au témoin dans le cas d’une dose de 100uM en Cd et 55%
dans le cas d’une dose de 200uM en Cd. En revanche, une dose plus faible en Cd (50uM) ne
semble pas entrainer de variation du rapport ASA/DHA apres 2 jours d’exposition. Cette

observation rejoint celle faite dans les feuilles.

2. Teneur en glutathion

Dans le but de déterminer les teneurs en glutathion chez les plantules de feve traitées
par le Cd, nous avons eu recours a la méthode de "recyclage par DTNB-GR" qui permet de
doser séparément le glutathion total (GSHr) et oxydé (GSSG). Dans notre travail, nous avons
représenté les résultats relatifs aux teneurs en glutathion oxydé¢ et réduit (GSH), sachant que
GSH = GSHy- GSSG.

Dans les feuilles, la figure 35 montre que le stress cadmique n’induit pas une
modification significative de la quantit¢ du glutathion oxydé chez la féve. Le glutathion

réduit, présent sous forme de GSH, montre une augmentation significative aprés 48 h
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Figure 33: Effets des différentes concentrations de Cd sur la quantité de
I’ascorbate réduit (ASA) (a) et oxydé (DHA) (b) dans les racines de féeve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 34: Effets des différentes concentrations de Cd sur le rapport

Ascorbate réduit/Ascorbate oxydé (ASA/DHA) dans les racines de féve

cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 35: Effets des différentes concentrations de Cd sur les pools de
Glutathion oxydé (GSSG) (a) et réduit (GSH) (b) dans les feuilles de féve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 36: Effets des différentes concentrations de Cd sur le rapport
Glutathion réduit/Glutathion oxydé (GSH/GSSG) dans les feuilles de féeve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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d’exposition des plantules de féve aux différentes concentrations de Cd.

L’augmentation du rapport GSH/GSSG est importante a 48 h de traitement quel que
soit la dose de Cd. En effet, cette augmentation est de 170% par rapport au témoin en
présence de 50uM de Cd, 130% en présence de 100uM et 240% en présence de 200uM
(Figure 36).

Dans les racines, les concentrations de 100 et 200uM de Cd dans la solution nutritive

provoquent une stimulation de la production du glutathion oxydé 48 h apres le début du
traitement (Figure 37a). Cette stimulation est d’environ 1,8 fois plus importante par rapport a
celle du témoin.
Pour la production du glutathion réduit (GSH), les 3 traitements cadmiques (50, 100 et
200uM) provoquent une production significative précoce de ce métabolite (a2 24 h de
traitement) et plus importante (x3) par rapport a celle du témoin pour les doses les plus
¢levées de Cd (100 et 200uM) (a 48 h de traitement) (Figure 37b).

Le rapport GSH/GSSG (Figure 38) montre une diminution significative 12 h apres le
début de traitement en présence de 100uM de Cd. Ce rapport augmente ensuite au cours de
traitement pour atteindre 132% pour la faible dose, 67% pour une dose de 100uM et 82%

pour la plus forte dose apres 48 h d’exposition.

3. Teneur des groupements thiols non-protéiques et estimation de
la teneur en phytochélatines

L'accumulation importante des ions cadmiques (Figure 16b) et de glutathion réduit
(Figure 37b) au niveau des racines de féve traitée par 50,100 et 200uM de Cd nous a amené a
déterminer la quantité de groupements thiols non-protéiques acido-solubles au niveau de cet
organe. L’¢étude de ce paramétre nous permettra d’estimer la quantité racinaire des

phytochélatines en présence du stress cadmique.

Teneur des groupements thiols non-protéiques acido-solubles:

Les variations du contenu total en groupements thiols (-SHr) acido-solubles dans les
racines de plantes témoins et traitées au Cd sont présentées par la figure 39a. Une forte
production des thiols non-protéiques a été enregistrée a 24 h en présence de 200uM de Cd
dans la solution nutritive. A 48 h, cette augmentation touche les racines exposées aux plus
fortes concentrations de métal. En effet, une dose de 100uM de Cd engendre une nette
augmentation de ces métabolites (x2.8) par rapport au témoin et une dose de 200uM provoque

une accumulation encore plus accentuée (environ 3.5 fois celle du témoin).
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Figure 37: Effets des différentes concentrations de Cd sur les pools de
Glutathion oxydé (GSSG) (a) et réduit (GSH) (b) dans les racines de féve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 38: Effets des différentes concentrations de Cd sur le rapport
Glutathion réduit/Glutathion oxydé (GSH/GSSG) dans les racines de féve
cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et les

erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Figure 39: Estimation de la quantité de phytochélatines dans les racines de
féve cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd pendant 48 h de
traitement. a :Quantité de thiol non-protéique, b : Quantité approximative de
phytochélatines. Les valeurs moyennes et les erreurs standards ont été

déterminées a partir de 6 mesures individuelles.
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Estimation de la teneur en phytochélatine:

La teneur approximative des phytochélatines (PC), composés non-protéiques riches en
(-SH), est déterminée par la soustraction de la concentration de glutathion réduit de celle des
thiols totaux (PC = SHt - GSH réduit).

Sous le stress causé par 100 et 200 uM de Cd, les racines de féve augmentent de fagon
nette leur teneur en PC (3.8 et 5.8 fois respectivement) par rapport aux plantes témoins apres

une durée d’exposition de 48 h.

4. Teneur en phénols
L’apport de Cd (50, 100 et 200uM) dans la solution nutritive entraine une

augmentation nette des teneurs en phénols au niveau des feuilles (Figure 40a) et des racines

(Figure 40b) de féve.
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Figure 40: Induction des phénols dans les feuilles (a) et les racines (b) de
feve cultivée sur solution nutritive enrichie en Cd. Les valeurs moyennes et
les erreurs standards ont été déterminées a partir de 6 mesures

individuelles.
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Les résultats obtenus dans ce chapitre indiquent que le Cd est un agent inducteur de
stress oxydant provoquant des perturbations importantes du métabolisme cellulaire. Nous
avons commencé par la détermination du niveau des lipoperoxydes membranaires représentés
majoritairement par le malondialdéhyde. Nos résultats ont montré que le Cd provoque une
accumulation de MDA seulement dans les racines de Vicia faba traitées par 50, 100 et 200pM
du métal (Figure 17b) alors que les feuilles ne montrent aucune modification de leur teneur
en MDA par rapport aux plantules témoins (Figure 17a). Ceci peut témoigner de 1’installation
d’un stress oxydant au niveau de la partie racinaire des plantules. L'ampleur de la
lipoperoxydation semble étre en relation avec I’accumulation préférentielle des ions
métalliques dans cet organe. Une importante peroxydation lipidique dans les organes qui
accumulent plus de métal a été démontrée par plusieurs auteurs suite a un stress par le Cd.
Cette accumulation de MDA est racinaire pour certains auteurs (Dixit et al., 2001; Mishra et
al., 2006) alors que pour d'autres, elle serait foliaire (Yannarelli et al., 2006; Liu et al.,

2007).

La production de MDA suite a un stress cadmique a été mise en évidence chez de
nombreuses especes tels que Oryza sativa (Shah et al., 2001), Brassica napus (BenYoussef
et al., 2005), Bacopa monnieri (Mishra et al., 2006; Singh et al., 2006), Bechmeria nivea
(Liu et al., 2007), Triticum aestivum (Yannarelli et al., 2006; Lin et al., 2007), Triticum
durum (Paradiso et al., 2008), Pisum sativum (Sandalio et al., 2001; Dixit et al., 2001),
Phaseolus vulgaris (Smeets et al., 2005), Hordeum vulgare (Hegediis et al., 2001; Tamas et
al., 2008), Prunus dulcis (Elloumi et al., 2007), Lemna polyrrhiza (John et al., 2007), dans
des cultures cellulaires de Coffea arabica (Gomes-Junior et al., 2006) et chez Vicia faba
(Unyayar et al., 2006). D’autres métaux sont capables de provoquer une lipoperoxydation
membranaire tels que le cuivre (Ali et al., 2006; Bouazizi et al., 2008), le nickel (Baccouche

et al., 1998) et le mercure (Zhou et al., 2007).

Dans ce travail, nous avons montré une production de ROS qui varie selon la dose de
Cd présente dans la solution nutritive, le temps de traitement et 1’organe étudié. Dans les
feuilles, la production de 1’anion superoxyde est importante a 24 h de traitement en présence
de 50, 100 et 200uM de Cd dans la solution nutritive (Figure 18a). Dans ces organes, nous
avons montré aussi que la production de H,O, augmente significativement a 24 h du
traitement en présence de 100 et 200uM. En prolongeant le temps de traitement, le Cd stimule

la production de peroxyde d’hydrogéne quelque soit la dose du métal (Figure 19a). Dans les
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racines, nos résultats ont montré une accumulation de 1’anion superoxyde (Figure 18b) et du
peroxyde d’hydrogéne (Figure 19b) durant le traitement avec les différentes doses de Cd
utilisées.

Le H,0O; joue le role d’une molécule signal qui alerte la cellule de la présence d’un
stress environnemental (Rentel et Knight, 2004; Maksymiec, 2007). Selon Dat et al. (2000),
H,0, peut fonctionner comme un messager secondaire a des faibles concentrations mais il
devient toxique a fortes concentrations. Le H,O, peut provenir de la réaction de dismutation
de I’anion superoxyde par la SOD (Cakmak, 2000; Mishra et al., 2006). Il peut provenir
aussi de 1’altération du transport d’¢électrons dans les chaines photosynthétique et respiratoire
(Dixit et al., 2001; Gomes-Junior et al., 2006).

Le Cd ne participe pas a la production des ROS a travers la réaction de Fenton. Il agit
indirectement en activant la NADPH oxydase au niveau des membranes plasmiques
(Romero-Puertas et al., 2004; Maksymiec et Krupa, 2006). Selon Mithofer et al. (2004),
le produit de 1’activité de la NADPH oxydase est 1’0, qui est converti spontanément ou par la
superoxyde dismutase en H,O,. Outre ’activité de la NADPH oxydase, Rodriguez-Serrano
et al. (2006) ont signalé que la production accrue des especes réactives de 1’oxygene dépend

du changement de la concentration intracellulaire de Ca*"et de 1’activité des peroxydases.

Nous avons montré précédemment une peroxydation lipidique importante dans les
racines de féve traitée par 50, 100 et 200uM. Les radicaux libres accumulés dans cet organe
semblent étre, en partie, a I'origine de I’augmentation de cette lipoperoxydation membranaire
observée durant le traitement. La production moins importante des ROS ne provoque pas de
modifications de I’intégrité membranaire dans les feuilles des plantules de feve traitées par
rapport a celles des témoins. On peut suggérer que la quantité de ROS accumulée dans les
feuilles n'est pas suffisante pour provoquer la lipoperoxydation membranaire.

Outre les especes réactives de 1’oxygene, la lipoperoxydation peut étre initiée par la
lipoxygénase. Tenant compte du fait que cette lipoperoxydation est produite seulement au
niveau des racines de féve traitée par 50, 100 et 200uM de Cd, nous avons essayé d’étudier
I’activité de la lipoxygénase dans cet organe. Dans les racines de Vicia faba, 1a LOX se trouve
stimulée des 12 h de traitement quelque soit les doses de Cd utilisées (Figure 20). A 48 h,
I’activité de cette enzyme rejoint celle du témoin. De ce fait, nous pouvons suggérer, qu’en
plus des espéces réactives de 1’oxygene, la LOX peut étre, en partie, responsable de la

lipoperoxydation des membranes.
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L'augmentation de l'activit¢ LOX ne semble pas étre spécifique de ce métal. D'autres
métaux lourds tels que le cuivre et le zinc sont aussi a I’origine de la stimulation de I’activité
de cette enzyme (Somashekaraiah et al., 1992; Spiteller, 2003; Ali et Hahn, 2006; Yurekli
et Porgali, 2006; Skorzynska-Polit et al., 2006).

La lipoperoxydation membranaire induite par le Cd dans les racines de féve semble
étre accompagnée par une perte de 1’intégrité cellulaire. Ce phénomene est observé dans les
racines des plantules de féve dés 24 h de traitement en présence de 200uM de Cd (Figure 21).
Pour des doses inférieures, ce métal agit dés 48 h de traitement. Ce type de phénomeéne a été
mis en évidence par Schiitzendiibel et al. (2001) dans les racines de Pinus sylvestris. De
méme, Rodriguez-Serrano et al. (2006) ont montré 1'existence d'une mort cellulaire possible
dans les racines de Pisum sativum. Le concept de la mort cellulaire a également été suggéré
par Garnier et al. (2006) dans des cellules de tabac suite a une exposition de plus de 2 h a de
fortes concentrations de Cd, ou encore par Tamas et al. (2008) dans des racines de Hordeum
vulgare qui ont montré une corrélation positive entre I’inhibition de I’¢longation racinaire et
la mort cellulaire évaluée par ’absorption du Bleu Evans. L'augmentation de la mort
cellulaire semble étre liée a une élévation de la teneur en H,O, (Garnier et al., 2006).
L'intervention des ROS dans l'induction de la mort cellulaire a été, en effet, démontrée par
Pan et al. (2001) chez Hordeum vulgare en présence d'ions aluminium. Dans ce cas, nous
pouvons donc suggérer que l'augmentation de la production des ROS, observée dans nos
conditions expérimentales chez la féve, peut étre a 1'origine d'une perte de 1’intégrité cellulaire
dans les racines a la fin de la période du traitement. D'autres métaux peuvent induire ce
phénomeéne, c’est le cas par exemple de mercure qui est capable de perturber I’intégrité

cellulaire chez Medicago sativa (Zhou et al., 2007; Ortega-Villasante et al., 2007).

Les plantules de féve traitées par le Cd montrent une perte de leur intégrité
membranaire et cellulaire ainsi qu'une accumulation des ROS. Pour faire face au stress
cadmique, ces plantules vont mobiliser des systémes antioxydants. Ceux-ci peuvent étre
enzymatique et/ou non-enzymatique et la coopération entre ces antioxydants joue un role
important dans 1’élimination des ROS et le maintien du statut redox de la plante (Cho et Seo,
2005).

La réponse enzymatique assure I’élimination des formes toxiques de 1’oxygene:
I’anion superoxyde par la superoxyde dismutase, le peroxyde d’hydrogéne par la catalase, les

peroxydases et les enzymes du cycle ascorbate-glutathion.
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Dans nos expérimentations, nous avons montré que dans les feuilles de feve, le Cd provoque
une stimulation de I’activité des isoformes Cu-Zn SOD dés 12 h de traitement quelque soit la
dose de Cd utilisée. A 48 h de traitement, les isoformes Fe/Mn SOD décrivent une
augmentation de leurs activités alors que celles des Cu-Zn SOD rejoignent 1’activité du
témoin (Figure 22). Dans les racines des plantules de féve (Figure 23), nous avons montré
que seul l'isoforme Cu-Zn SOD montre une activité a 12 h de traitement puis cette activité
diminue en prolongeant le temps de traitement. La stimulation de 1'activité de la SOD puis son
inhibition a ét¢ montrée aussi par Schiitzendiibel et al. (2001) suite a un traitement des
racines de Pinus sylvestris par S0uM de Cd pendant une durée de traitement plus courte (6 h).
En présence de Cd, I'activité de la SOD varie selon I’espéce végétale (Somashekaraiah et al.,
1992; Gallego et al., 1996; Sandalio et al., 2001; Mishra et al., 2006; Singh et al., 2006).
Dans notre cas, l'activité de différents isoformes de cette enzyme varie selon 'organe étudié.
Cela laisse suggérer une sensibilité différentielle des isoformes de la méme enzyme au stress
causé par le Cd chez les plantules de féve. L’inhibition de 1’activité Cu-Zn SOD observée au
niveau des feuilles et des racines, suite a une stimulation préalable, peut étre le résultat d'un
désordre métabolique causé par l'accumulation de peroxyde d’hydrogéne qui joue le role
d’inhibiteur de I’activité de cet isoforme (Asada et al., 1974; Sandalio et al., 2001; Dixit et
al., 2001).

L’inhibition de I’activité Cu-Zn SOD peut étre attribuée aussi a la sensibilité de cet
isoforme a la déficience en zinc induite par le Cd et a la possibilité de substitution du zinc par
le Cd (Van Assche et Clijesters, 1990; Aravind et Prasad, 2003). En effet, Bauer et al.
(1980) ont mentionné que le '''Cd est capable d’occuper la place de Zn dans la molécule de
Cu-Zn SOD formant par la suite une enzyme Cu'''Cd SOD inactive. Ceci pourrait étre le cas,
puisque nous avons montré, dans le chapitre précédent, une diminution de la teneur en zinc
dans les feuilles de féve, quelque soit la dose de Cd utilisée. De ce fait, une accumulation des
ROS et une déficience en zinc semblent €tre a 1'origine de la diminution de 1'activité Cu-Zn
SOD observée dans les feuilles de plantules de féve traitées par 50, 100 et 200uM de Cd.
Dans ces organes, nous avons montré aussi une stimulation de I’activit¢ Fe/Mn SOD.
Cependant, aucune activité¢ de ces isoformes n'a été notée dans les racines des plantules de
feve témoins et traitées. Cela pourrait étre expliqué par la faible activité¢ de divers isoformes

de la SOD dans les racines de feve.

En présence de Cd, 'activité de la SOD va engendrer une accumulation de peroxyde

d’hydrogene suite a la dismutation de 1’anion superoxyde. La détoxication de cette molécule
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peut étre envisagée par plusieurs enzymes : La catalase (CAT) localisée au niveau des
peroxysomes et des mitochondries, la gaiacol peroxydase ou GPX localisée au niveau du
cytoplasme et des parois cellulaires et les enzymes du cycle ascorbate-glutathion (APX,
MDHAR, DHAR et GR). Ce cycle est localisé dans plusieurs compartiments cellulaires tels
que les chloroplastes, le cytosol, les peroxysomes et les membranes plasmiques (Jiménez et
al., 1997; Noctor et Foyer, 1998).

Dans la féve, le Cd n’a aucun effet sur ’activité de la catalase foliaire (Figure 24a).
L’absence de réponse de cette enzyme dans les feuilles peut étre due a une non-implication de
la catalase dans la réponse au stress causé par le Cd et que I’élimination du peroxyde
d’hydrogeéne se fait alors par I’intermédiaire d’autres voies enzymatiques ou non-
enzymatiques. Dans les racines (Figure 24b), nous avons noté une sensibilité de la catalase au
stress caus¢ par le Cd qui se présente sous forme d’une stimulation de son activité surtout a 48
h de traitement.

Plusieurs auteurs ont montré une augmentation de 1’activité de la catalase sous 1’effet
de Cd (Vitéria et al., 2001; Schiitzendiibel et al., 2001; Fornazier et al., 2002; Wu et al.,
2003; Gomes-Junior et al., 2006). Yang et Poovaiah (2002) suggerent que I’augmentation
de Dactivité de la catalase est étroitement liée a 1’augmentation de la concentration
intracellulaire du peroxyde d’hydrogéne et du Ca®". En situation de stress, une augmentation
de la teneur en calcium entraine une stimulation de ’activité de cette enzyme suite a la
fixation de I’ion calcique a une protéine cytosolique appelée calmoduline formant un
complexe Ca’'calmoduline. Ce dernier joue le role d’une molécule signal stimulant 1’activité
de la catalase (Yang et Poovaiah, 2002). Dans nos expérimentations, nous avons montré,
précédemment, que la teneur racinaire en H>O, augmente et celle du calcium diminue a la fin
du traitement par le Cd. De ce fait, 'augmentation de l'activité catalase semble avoir comme
origine une production accrue de H,0O,.

La production racinaire de H,O, pourrait étre aussi a l'origine de la stimulation de
l'activité de la gaiacol peroxydase observée dans les racines des plantules de féve traitées par
le Cd (Figure 24b). Dans les feuilles de ces plantules, l'activité de la GPX est inchangée
durant le traitement quelque soit la dose du métal (Figure 24a).

La réponse de cette enzyme différe selon ’espece végétale (Sandalio et al., 2001;
Mishra et al., 2006; Singh et al., 2006; Lin et al., 2007). D'autres métaux sont capables de
modifier son activité tels que le cuivre (Jouili et El Ferjani, 2004; Bouazizi et al., 2007) et le

nickel (Baccouche et al., 1998).
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Outre la catalase et la gaiacol peroxydase, 1’¢limination du peroxyde d’hydrogene est
renforcée par un autre systeme faisant intervenir le cycle ascorbate-glutathion. Dans ce
systeme de détoxication, la transformation de H,O; en eau et en oxygene se fait en présence
de I’ascorbate qui joue le role de donneur d’électrons. Au cours de la premicre réaction
catalysée par I’ascorbate peroxydase, I’ascorbate est transformé en monodéhydroascorbate
et/ou déhydroascorbate. Ces derniers constituent respectivement les substrats de la
monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) et la déhydroascorbate réductase (DHAR). Ces
enzymes catalysent la réaction qui produit de I’ascorbate. Ce recyclage fait intervenir du
glutathion réduit qui subit une oxydation. La régénération de sa forme réduite se fait via une
réaction catalysée par la glutathion réductase (GR). Chacune de ces enzymes a été étudice
dans les feuilles et les racines de plantules de féve.

Dans les feuilles, nos résultats ont montré la non-implication des enzymes du cycle
ascorbate-glutathion dans les processus de détoxication de H,O,. De ce fait, I’absence d'une
activité catalase, gaiacol peroxydase et des enzymes du cycle ascorbate-glutathion dans les
feuilles de feve traitées par le Cd laisse suggérer (i) que la quantité de peroxyde d’hydrogene
mesurée dans les feuilles n'est pas suffisante pour provoquer une modification des activités
antioxydantes, (ii) une réponse tardive de ces enzymes.

Dans les racines de féve traitée par le Cd, nous avons montré une activité significative
de la MDHAR, DHAR et surtout de la GR a 48 h. L’augmentation de I’activité de la DHAR
pourrait étre due a la disponibilité du GSH produit de l'activité de la GR. Le rdle principal de
la MDHAR est de limiter la transformation de MDHA en DHA. La stimulation de I’activité
de cette enzyme a 48 h de traitement pourrait diminuer 1’accumulation de DHA et son effet
inhibiteur du métabolisme cellulaire. Dans notre cas d’étude, la stimulation de la MDHAR et
de la DHAR est a I’origine d’une forte accumulation de 1’ascorbate qui n’est pas utilisé, dans
notre cas, par 1’ascorbate peroxydase. De ce fait, la non-contribution de I’APX dans cette voie
antioxydante serait a I’origine d’une disponibilité de I’ascorbate réduit pour une détoxication
par voie non-enzymatique.

Quant a la GR, la stimulation de son activité, observée dans les racines de féve traitée
par le Cd, pourrait étre a l'origine d'une augmentation de la production de glutathion réduit.
Ce métabolite permet un bon fonctionnement du cycle ascorbate-glutathion. Il joue le role
d'un antioxydant non-enzymatique et intervient dans la synthése des phytochélatines (Gomes-
Junior et al., 2006). L'augmentation de l'activité de cette enzyme, en présence de Cd, a été

beaucoup étudiée (Qadir et al., 2004; Aravind et Prasad., 2005; Smeets et al., 2005;
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Gomes-Junior et al., 2006; Mishra et al., 2006 ; Yannarelli et al., 2006; Lin et al., 2007;
Liu et al., 2007).

L’ascorbate et le glutathion sont deux métabolites de base du systéme non-
enzymatique mis en place par la plante pour une détoxication en présence d’un stress. En tant
qu'antioxydant, l'ascorbate réagit directement avec les radicaux libres (ions superoxydes,
peroxyde d’hydrogéne, radical tocopheroxyl,...) pour former du monodehydroascorbate
(instable) et/ou du dehydroascorbate, sans catalyse enzymatique.

Dans les feuilles de féve, nos résultats ont montré que la production de 1’ascorbate
réduit (ASA) au cours du traitement ne présente aucun changement significatif par rapport au
témoin (Figure 31a) bien que ’activité¢ de la MDHAR montre une augmentation a 48 h de
traitement. L’ascorbate oxydé (DHA) (Figure 31b) décrit une augmentation importante des
24 h de traitement sous 1’effet d’une concentration de 200uM de Cd.

Dans les racines, nous avons noté une forte production de la forme réduite et oxydée
de l’ascorbate dés le début du traitement (Figure 33 a, b). A 24 h, ’augmentation de
’ascorbate réduit est accompagnée d’une augmentation de I’activité de la DHAR et de la GR.
A 48 h de traitement, 1’activit¢ de la MDHAR s’ajoute pour empécher, d’une part, une
transformation accrue de MDHA en DHA et pour renforcer, d’autre part, le cycle ascorbate-
glutathion dans 1’¢limination du peroxyde d’hydrogene a travers la production de 1’ascorbate
réduit. La réduction du peroxyde d’hydrogene par 1’ascorbate peut s’effectuer directement ou
étre catalysée par 1’ascorbate peroxydase (Smeets et al., 2005). Dans notre cas d’étude, nous
avons montré une absence de I’activité de ’APX ce qui laisse suggérer que I’élimination de
H,0O; provient d’une action directe de 1’ascorbate.

Bien que I’augmentation de 1’activit¢ MDHAR et DHAR permettant la transformation
respective de MDHA et DHA en ASA semble étre une stratégie adoptée par les cellules
racinaires des plantules de feve pour faire face au stress induit par le Cd, la diminution du
rapport ASA/DHA a la fin du traitement aussi bien au niveau racinaire que foliaire semble
témoigner d’une incapacité des cellules a empécher 1’accumulation de DHA généralement

considéré comme un événement néfaste pour le métabolisme cellulaire.

Le glutathion agit comme un tampon antioxydant régissant [’homeéostasie
intracellulaire. Sous sa forme oxydée, le glutathion ne présente aucune variation de sa teneur
par rapport au témoin durant toute la période de traitement des feuilles de féve. Alors que sa
forme réduite (GSH) montre une augmentation significative seulement a 48 h du début du

traitement (Figure 35a, b).
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Le GSH est le produit de la réaction catalysée par la glutathion réductase en présence de
NADPH. Dans les feuilles, cette enzyme n’est pas active a 48 h d’exposition (Figure 27b).
Ceci laisse suggérer d’autres voies de synthése de GSH telles que la glutathion synthétase et
la y-glutamylcystéine synthétase. Il a été précédemment démontré que cette derniére enzyme
stimule la production de GSH en présence d’un stress cadmique (Haag-Kerwer et al., 1999);
ce qui pourrait expliquer I’augmentation du rapport GSH/GSSG dans les feuilles a 48 h de
traitement (Figure 36).

La production de GSSG est importante dans les racines, a 48 h en présence de 100 et
200uM de Cd. Celle du glutathion réduit est plus précoce (24 h) (Figure 37a, b). La
production de GSH coincide bien avec la stimulation de I’activité de la glutathion réductase
(Figure 29b). De ce fait, Il semble que le GSH est utilis¢ directement par la cellule pour la
protéger contre les especes réactives de I’oxygene. L’augmentation de la production de GSH,
en présence de Cd, pourrait résulter de la stimulation de la transcription des génes codant pour
la synthése de ce métabolite tels que les génes codant pour la y-glutamylcystéine synthétase,
la glutathion synthétase et la glutathion réductase (Xiang et Olivier, 1998; Lin et al., 2007).

Lin et al. (2007) ont proposé que le GSH joue un rdle crucial dans la détoxication des
1ons cadmiques et qu’il est plus sensible que certaines enzymes antioxydantes dans la réponse
au stress causé par ce métal. Le changement de la teneur en GSH et GSSG dans la cellule joue
un rdle de signal qui stimule I’expression des génes et la synthese des protéines en réponse au
stress (Foyer et al., 1997).

Le GSH intervient aussi dans la syntheése des phytochélatines (Grill et al., 1989;
Sharma et al., 2004). Ces dernicres jouent un role essentiel dans 1’homéostasie des ions
métalliques chez les plantes en chélatant le Cd dans le cytoplasme. Les complexes PC-Cd
sont véhiculés vers la vacuole. A ’arrivée, le complexe est attaqué par 1’acidité de la vacuole
et les PC libérent les ions métalliques. Le métal ainsi libéré peut se lier a des acides
organiques. Dans notre travail, nous avons estimé la teneur en PC dans les racines de féve,
organes qui accumulent plus les ions cadmiques que les feuilles.

La validité de la technique que nous avons utilisé lors de notre étude doit ses raisons
aux faits suivants : (i) le GSH est le composé a -SH le plus abondant dans les cellules
végétales et les concentrations de la cystéine et de dipeptide (y-Glu-Cys) sont extrémement
faibles (Neuwly et Rauser, 1992). Malgré la critique de la méthode de calcul des PC par la
différence de SHr-GSH puisque, selon Harmens et al. (1993), la cystéine et d’autres
composés a radicaux thiols non identifiés par HPLC pourraient surestimer les teneurs réelles

de PC, cette approche n’a pas été réfutée par ces auteurs parce qu’elle a donné des résultats
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similaires a ceux obtenus par HPLC. (ii) De Knecht et al. 1994 ont confirmé cette méthode
de calcul des PC. IIs ont trouvé que le glutathion et la PC font ensemble au moins 85% des
thiols totaux alors que la cystéine et le y-Glu-Cys ne dépassent pas 1% des thiols cellulaires et
que le reste est constitu¢ par des thiols acido-solubles non identifiés méme par échange
ionique sur colonne de FPLC.

Nos résultats ont montré une augmentation de la teneur en groupements thiols non-
protéiques apres 48 h d’exposition des racines de Vicia faba au Cd (Figure 39a). A ce temps
de traitement, nous avons assisté a une synthése importante des PC en présence des fortes
concentrations de Cd (100 et 200uM) (Figure 39b). La synthése des PC en présence de Cd a
été montrée précédemment par plusieurs auteurs (Srivastava et al., 2004; Mishra et al.,
2006; Béraud et al., 2007). En 2002, Djebali et al. ont montré que dans le méristeme apical
des plantules de tomate, les cellules corticales et centrales, les plus exposées au Cd, présentent
souvent une intense vacuolisation du cytoplasme. Chez cette plante, cette vacuolisation se
trouve accompagnée des phénomenes de dépot et de séquestration non décelables chez le
témoin (Djebali et al., 2002). Ces dépots observés dans les vacuoles pourraient correspondre,
comme 1’ont suggéré certains auteurs, a des précipitations du cadmium avec des ¢léments tels
que le silicium, I’oxalate (Van Balen et al., 1980) ou méme des peptides de la catégorie des
phytochélatines (Rauser et Ackerley, 1987).

Outre l'ascorbate et le glutathion, les composés phénoliques jouent le rdle
d’antioxydants lors du stress (Ganeva et Zozikova, 2007). Dans les parties foliaires et
racinaires de la féve, nous avons montré une accumulation de ces composés (Figure 40a, b).
Ceux-ci interviennent dans la biosynthese de plusieurs produits comme la lignine, la subérine
et les flavonoides (Booker et al. 1996). Ces produits augmentent la rigidité de la paroi
cellulaire en présence du stress (Van Tunen et Mol, 1991; Booker et al., 1996, Quiroga,
2000). L’augmentation de la quantité des composés phénoliques totaux a été étudiée dans le
cas d'un traitement par le cadmium (Schiitzendiibel et al., 2001), le cuivre (Sgherri et al.,

2003; Ganeva et Zozikova, 2007) et I’aluminium (Yamamoto et al., 1998).
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I. Introduction

Pour faire face au stress métallique environnant, les cellules végétales modifient
I’expression de certains genes responsables de la synthése des protéines de choc thermique
("Heat Shock Proteins" ou HSP), des métallothionéines et des protéines intervenant dans la
détoxication des especes radicalaires induites par le métal. L’étude de l'expression de certains
de ces genes au niveau des cellules racinaires de féve traitée par 50, 100 et 200uM de CdCl,
durant 12, 24 et 48 h a fait I’objet de ce chapitre.

Seules les racines de feve sont étudiées pour I’ensemble de ce chapitre. En effet, ces
organes montrent une forte sensibilité au cadmium (diminution de la croissance, accumulation

des ions métalliques, production des ROS).

I1. Résultats

1. Analyse éléctrophorétique des ARN

Le dosage des ARN totaux montre que notre méthode d'extraction permet de purifier
des ARN de bonne qualité. Le rapport DO60/DOyg €tant supérieur a 1.8 pour I’ensemble des
échantillons, la déprotéinisation des ARN est estimée satisfaisante pour poursuivre
I’expérimentation.

La concentration des ARN totaux extraits est ramenée a lpg/ul pour tous les
¢échantillons, ceci afin d'homogénéiser au maximum nos expérimentations. Le dosage précis
des ARN est une étape cruciale dans nos expérimentations; la qPCR étant trés sensible et
basée sur la quantification des transcrits. L'intégrit¢ des ARN totaux est analysée par
¢lectrophorese sur gel d’agarose 1%.

Parmi les ARN totaux, seuls les ARN ribosomaux sont détectables sur gel. Les ARN
messagers (ARNm) et les ARN de transfert (ARNt) quant a eux sont en trop faible quantité
pour apparaitre sur le gel par fluorescence en présence de BET. De plus, les ARNm étant de
tailles trés variables, ils s’étalent sur ’ensemble du profil électrophorétique. Ainsi,
I'électrophorese en gel d’agarose 1% de différents échantillons révele trois bandes distinctes
pour chaque échantillon (Figure 41). Ces bandes correspondent aux sous unités ribosomiques
28S, 18S et 5S. Leur présence sans trainée témoigne d’une bonne intégrité des ARN, sans

dégradation notable.
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Figure 41: Electrophorése en gel d’agarose 1% des ARN totaux d'extrait
racinaire de Vicia faba mis en culture dans diverses conditions

expérimentales.

Réf : Référence avant le traitement

1 : Témoin 12h S : Témoin 24h 9 : Témoin 48h

2 : 50uM de Cd 12h 6 : S0uM de Cd 24h 10 : 50uM de Cd 48h

3 :100uM de Cd 12h 7 : 100uM de Cd 24h 11 :100uM de Cd 48h
4: 200uM de Cd 12h 8: 200uM de Cd 24h 12: 200uM de Cd 48h

Les fleches indiquent les trois sous unités ribosomiques: 28S, 18S et 5S.
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L’analyse ¢lectrophorétique des ARN totaux extraits dans les diverses conditions
expérimentales permet également de vérifier si les échantillons sont & des concentrations
¢quivalentes. L'intensité des bandes doit étre identique a I'eeil nu. Si des différences
d’intensité sont détectables aprés €lectrophorése, les échantillons ARN sont redosés et leurs

concentrations réajustées.

2. Controle de l'intégrité des ADNc: PCR de controle
Pour vérifier la qualit¢é des ADNc, une PCR de controle a 40 cycles est effectuée en
présence des amorces encadrant nos geénes d'intérét. L’ensemble des amorces retenues pour
nos expérimentations est rassemblé dans le tableau (Tableau 3).
Les génes d'intérét choisis sont:
¢ Un gene codant pour une protéine de stress (Hsp70.1).
e Des geénes codant pour des protéines métallothionéines intervenant dans la chélation des
métaux intracellulaires (MT1 et MT2).
e Un geéne codant pour la phytochélatine synthase intervenant dans la synthése des
phytochélatines (PCs).
e Des génes codant pour des protéines antioxydantes (Cu-ZnSODcy, MnSOD, Cat et GR).
e un gene domestique "house keeping gene" qui va nous servir de géne de référence

(Actine).

Un seul produit d'amplification a été détecté avec les amorces Actine, Hsp70.1, MT1, MT?2
Cu-ZnSODcy, Cat et GR par I’analyse ¢électrophorétique des produits PCR. Ce qui suggere
une bonne spécificité de ces amorces vis-a-vis des séquences cibles étudiées. Les PCR
réalisées avec les amorces Mn SOD et PCs ne montrent aucune amplification, quelque soit la
température d’hybridation et les échantillons d’ARN utilisés. L'absence d'amplification pour
le gene Mn SOD pourrait étre due a la non spécificité des amorces choisies ou a l'absence de
transcrits Mn SOD chez la féve. Concernant les transcrits codant pour PCs, l'absence

d'amplification pourrait étre due a la non spécificité des amorces.

3. Quantification relative des ARN sur gel d'agarose

L’intensité des bandes révélées par ¢Electrophorése ne traduit pas forcément
I’abondance des transcrits dans les échantillons lorsque la PCR est réalisée avec 40 cycles. En
effet, a 40 cycles, I'amplification par PCR se situe dans sa phase plateau donc dans une phase
saturante dans laquelle la quantité d'amplificats n'est pas proportionnelle aux séquences cibles

initiales. En effet, c'est dans la phase exponentielle que les amplificats sont produits en
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Tableau 3: Amorces utilisées pour la quantification des transcrits par PCR

Amorces Séquences Role des génes
(5'...3) cibles

Actine sens CAGCAGAGCGGGAAATTGTGAGGG 'house keeping gene'
anti-sens AGGGCATCTGAATCTTTCAGCACCG

MT1 sens TGTGGAAGCAGTTGCAACTGTGGTG Chélation des métaux
anti-sens ACCTTCAAACTGGATCTTCGCCGG intracellulaire

MT?2 sens GGAAGTAGCTGCAAGTGCGGCTC Chélation des métaux
anti-sens CCATCTCAGCACTCTCATATTGAGC intracellulaire

Hsp70.1 sens TGTGCTTTGACATTGATGCCAACGG Chaperonne moléculaire
anti-sens ATCCTCAGACTTGTACTTCTCAGCC

PCs sens CTGARCCDGCNTATTGTGGTTTGGC Synthése des PC
anti-sens GATTCATCYAACCATCTCCAAGGCC

GR sens CGGATGTTGTGCTATTTGCCACTGG Cycle ascorbate-

anti-sens

TCACCCACAGCCCATATGCTAGGG

glutathion

Cu-ZnSODcy sens
anti-sens

TGGACCACATTTCAATCCTAATGG
CTTTCCCAAGATCATCAGGATCGG

Détoxication de O,

Mn SOD sens ATGCCATCAAATTCAACGGCGGAGG Détoxication de O,
anti-sens GGATTCCTTTGGTGGTTCACCACC
Cat sens TGAACAGCTTGCATTTTGTCCTGCC Détoxication de H,O,

anti-sens

ATTGTTGTGGTGAGACCACTTGGG
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proportionnalité avec la quantité initiale des transcrits. En PCR semi-quantitative, cette phase
exponentielle (nombre de cycle réduit) doit étre recherchée en appliquant une gamme de
cycles. Ainsi, le nombre de cycles nécessaires doit étre suffisant pour que les amplificats
apparaissent détectables apres coloration au BET dans le gel d’agarose et suffisamment réduit
pour se situer dans la phase exponentielle d'amplification.

La figure 42 donne les profils électrophorétiques des amplifications des transcrits
codant pour Actine, MT1, MT2, GR, Cu-ZnSODcy, Cat, et Hsp70.1. L’¢électrophorése est
réalisée sur une gamme de cycles allant de 24 a 36 cycles. Les produits PCR de toutes ces
amorces apparaissent bien détectables a 32 cycles. Les diverses amplifications réalisées en
PCR semi-quantitative se font donc avec 32 cycles. Les amplificats sont découpées, purifiés et

séquencés pour leurs identifications dans les banques de données.

4. Séquencage des produits PCR

Les différents amplificats purifiées et séparées sur gel d'agarose 1.2% sont représentés
dans la figure 43. Une seule bande d'amplification correspond a un seul produit
d'amplification ce qui indique que les amorces hybrident et encadrent un seul isoforme.

Les résultats de séquencage sont représentés dans le tableau 4. Les séquences
choisies, dont les numéros d'accession sont fournis montrent une homologie avec des

séquences de Pisum sativum.

5. Validation du géne de référence : I’Actine

Le messager de 1'Actine est pris comme référence dans nos expériences. Le gene
Actine est un geéne codant une protéine du cytosquelette. C'est un gene domestique dont
'expression ne doit pas varier au cours de notre traitement cadmique.

Nous avons réalis¢ des PCR semi-quantitative en présence des amorces Actine
désignées dans notre étude sur 'ADNc des échantillons issus de nos diverses conditions
expérimentales.

L’analyse des gels aprés migration électrophorétique des produits d'amplification
(Figure 44) nous renseigne sur divers point:

e on peut constater un seul produit PCR. L’obtention d’une seule bande indique que les
amorces hybrident spécifiquement un seul isoforme de 1’ Actine.

e L'intensité des produits PCR est identique dans les divers échantillons, cela suggere
que ce gene Actine présente vraisemblablement une expression constitutive avec une

absence de régulation transcriptionnelle par le traitement cadmique. De ce fait, elle
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Figure 42 : Eléctrophorése en gel d'agarose 1.2% des produits
d'amplifications sur une gamme de cycles allant de 24 a 32 cycles pour
I'Actine (A), MT1 (B), MT2 (C), GR (D), Cu-ZnSODcy (E), CAT (F) et de 28 a 36
cycles pour Hsp70 (G). La température d’hybridation est de 56°C.

-Chapitre I11-



Résultats et Discussion -118 -

Marqueur de
taille

400pb
200pb

Figure 43: Electrophorése en gel d’agarose 1.2% des amorces purifiées et
prétes pour séquencage (Amorces: 1: Cat; 2: MT2; 3 : Cu-ZnSODcy; 4 :
Hsp70.1; 5 : GR; 6: Actine)

Tableau 4: Homologies de séquences de fragments amplifiés par qPCR dans
la banque de données.

PCR fragment Length” (pb) Accession number  Homology® BLAST score

Actine 147 EU884301 Vicia faba cultivar long 3e-70
pod actin mRNA (AY338230.1)

Cat 132 EU884302 Pisum sativum mRNA for 5e-62
catalase (X60169.1)

Cu-ZnSODcy 177 EU884303 Pisum sativum mRNA for Te-8
CuZn SOD (AB189165.1)

Hsp70.1 136 EU884304 Pisum sativum (little marvel) 3e-64
HSC71.0 mRNA (Z32537.1)

MT2 109 EU884305 Vicia faba clone 038 HO6 2e-49
metallothionein mRNA

(EU920050.1)

GR 105 EU884307 Pisum sativum mRNA for 4e-47
glutathione reductase(X98274.1)

? Sequence provided by MWG/OPERON
® GenBank accession numbers of sequences homologous to qPCR fragments are in parentheses
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Figure 44: Electrophorése sur gel d’agarose 1.2% des produits PCR issus de
l'amplification des amorces Actine. (Nombre de cycles: 32; Température

d’hybridation: 56°C)
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pourra servir de géne de référence dans le calcul de la quantité relative de transcrits de
la PCR quantitative en temps réel.

¢ Si l'intensité des produits PCR est identique pour les divers échantillons, cela nous
renseigne aussi sur la bonne efficacité et homogénéité de la synthése des ADNc avec

l'utilisation du kit Eurogentec.

4. PCR semi-quantitative en temps réel (JPCR)

L'abondance des transcrits codant pour nos divers génes d'intérét est mesurée par PCR
quantitative en temps réel (qQPCR). Nous établissons des valeurs des QR (Quantité Relative) et
non des quantités absolues de transcrits. Les qPCR sont donc utilisés en semi-quantitatives.
Les amplifications de qPCR sont répétées au minimum trois fois afin de vérifier que les
résultats obtenus sont reproductibles.

Les QR représentées sur les histogrammes ont été calculés selon la formule
QR = 2% ce qui suppose que l'efficacité de la PCR est de 100%. Les courbes
d’amplification ainsi que les courbes de fusion seront présentées pour chaque couple

d’amorces.

4.1. Analyse de la spécificité de la qPCR

Nous avons réalis¢, dans un premier temps, une qPCR en présence des amorces
Actine. Les profils d'amplification et les courbes de fusion obtenus sont donnés dans la figure
45. La courbe de fusion révéle la présence d'un seul pic correspondant a I'amplification d'un
seul isoforme, ce qui est en adéquation avec les résultats de la figure 44.

Le méme profil de courbe a été obtenu pour les trois répétitions de qPCR de I’ Actine.
La moyenne des valeurs de Ct obtenues avec 1'Actine pourra étre utilisée pour le calcul des
accumulations relatives des transcrits des genes a étudier.

Les courbes d’amplification de Hsp70.1, MT2, Cu-ZnSODcy, Cat et GR montrent que
toutes nos amorces permettent une amplification efficace des matrices cibles. Les courbes de
fusion ne présentant qu’un seul pic signifie que les amplifications sont uniques et spécifiques
d'un seul type de transcrit (Annexe VIII). La qPCR est validée avec une amplification PCR
suivie d'une électrophorese en gel d'agarose 1.2%. Les produits PCR visualisés au BET sont
séquencés pour Etre identifiés dans les banques de données.

Les courbes d'amplification de MT1 montrent que les amorces ne sont pas spécifiques
car on observe deux pics distincts dans la courbe de fusion. Ces amorces ne seront pas

utilisées dans notre étude.
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Figure 45: courbes d’amplification (A) et de fusion (B) de 1'Actine
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4.2. Dosage semi-quantitatif des séquences cibles

= Protéines marqueurs de stress

Pour les protéines de choc thermique (Figure 46), on observe une accumulation
importante des transcrits codant pour HSP 70 a 12 h du traitement en présence de 100 et
200uM de Cd dans la solution nutritive (QR de 3.63 et 4.6 fois celle du témoin). En
prolongeant le temps d’exposition, I’accumulation des transcrits diminue jusqu’a rejoindre
celle du témoin. Une concentration de 50uM ne provoque pas ou peu d'accumulation
significative des transcrits durant 1’exposition cadmique.

= Protéines de chélation

Seule la plus forte concentration de Cd (200uM) semble entrainer une
suraccumulation des transcrits M72 par rapport au témoin (Figure 47). Cette suraccumulation
est trées importante a 12 h ou elle est 6,36 fois celle du témoin mais elle diminue
progressivement en augmentant le temps d’exposition.

= Protéines antioxydantes

On sait que I’anion superoxyde (O,") est le point de départ de la chaine de production
des radicaux libres. Or, dés ce stade précoce, la superoxyde dismutase inactive 1’anion
superoxyde en le transformant en peroxyde d’hydrogene (H,O;). Celui-ci est ensuite
rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en dioxygene (O;) et en molécules

d’eau (H,0).

e SOD: Nous nous sommes focalisés a étudier I’expression du gene codant pour
I’isoforme Cu-Zn SOD localis¢ au niveau du cytosol. Le gene codant pour la protéine Cu-Zn
SOD a localisation cytosolique (Cu-ZnSODcy) est exprimé au niveau des racines non traitées
(Figure 48). A 12 h du traitement, 1'accumulation des transcrits est 5 fois plus importante que
celle du témoin avec la plus forte concentration cadmique (200uM) et diminue en prolongeant

le temps du traitement.

e CAT: Les transcrits Cat montre une accumulation a 24 h du traitement quelque soit la
dose de Cd utilisée dans la solution nutritive (50, 100 et 200uM du métal) (Figure 49). En
prolongeant le temps de traitement cadmique (48 h), I’accumulation des transcrits est 4.8 fois
celle du témoin a la plus faible concentration de Cd et 5.8 et 7.5 fois celle du témoin aux plus

fortes concentrations de Cd (respectivement 100 et 200uM).
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Figure 46: (A, B) Accumulation des transcrits Hsp70.1 codant pour une protéine de
choc thermique au niveau des racines de Vicia faba traitée par différentes
concentrations de Cd. A: Représentation graphique des quantités relatives; B:

Electrophorése en gel d'agarose des produits de PCR.

A O Témoin
107 @ 50uM

91 0 100pM
z 81 @ 200uM
e 7
Q
2 6
T 5
2
g 4
g 31
(1]
g 2-

I

0 ,

0 12 24 48
Temps (h)

T.1; 50.12 100.12 200.]2

Figure 47: (A, B) Accumulation des transcrits MT2 codant pour la métallothionéine
type 2 au niveau des racines de Vicia faba traitée par différentes concentrations de
Cd. A: Représentation graphique des quantités relatives; B: Electrophorése en gel

d'agarose des produits de PCR.
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e GR: Le gene codant pour la GR (GR) montre une accumulation importante des
transcrits en présence des concentrations de 100uM et 200uM a 12 h, 24 h et 48 h du
traitement (Figure 50). L’abondance des transcrits est surtout importante a 12 h d’exposition
a la plus forte concentration métallique (200uM) ou elle est 8.6 fois celle du témoin.
L’accumulation des transcrits a cette méme concentration diminue en augmentent la durée du
traitement tout en restant significative. Elle est environ 6 fois celle du témoin a la fin de

I’exposition cadmique.

II1. Discussion

Pour étudier la régulation transcriptionnelle d’un gene, trois étapes principales
interviennent: tout d’abord, les ARN totaux sont extraits de la racine de féve traitée par trois
concentrations de Cd (50, 100 et 200uM), puis ils sont convertis en ADNc par transcription
inverse et enfin, ’abondance d’un transcrit dans un échantillon d’ADNc est estimée par PCR
quantitative en temps réel.

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps au géne codant pour une protéine
de stress: HSP 70. Les protéines de stress HSP occupent la fonction de chaperonne
moléculaire, liant transitoirement des protéines immatures ou dénaturées afin d’éviter que ces
derniéres n’interagissent de manicre inappropriée et évitant alors une mauvaise conformation,
une agrégation ou une perte de fonction (Feige et Polla, 1994). C'est un marqueur de stress
largement utilisé dans 1'étude de la réponse des végétaux aux stress abiotiques.

Dans nos expériences, nous avons montré 1'abondance des transcrits Hsp70.1 chez le
témoin. Plusieurs études ont montré 1'expression constitutive des protéines de choc thermique
qui participent au maintien de I’homéostasie cellulaire (Tanguay et al., 1993; Wickner et al.,
1999). Nous avons constaté que 1’accumulation des transcrits est importante a 12 h de
traitement en présence des plus fortes concentrations de Cd (100 et 200uM). On peut suggérer
qu’elle varie selon la concentration du métal ajoutée dans la solution nutritive et la durée du
traitement. Cette variation dans I’accumulation des transcrits des HSP 70 en présence de Cd a
été montré aussi par plusieurs auteurs (Neumann et al., 1994; Sanita di Toppi et Gabbrielli,
1999).

En absence de stress, le degré d'expression de Hsp70 semble dépendre de l'activité
métabolique. L’exposition d’une cellule a un traitement toxique induit trois étapes successives

(Burel et al., 1992). La premicere étape dite d'altération se traduit, au niveau moléculaire, par
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Figure 48: (A, B) Accumulation des transcrits CuZnSODcy codant pour la protéine

Cu-Zn superoxyde dismutase cytosolique au niveau des racines de Vicia faba traitée
par difféerentes concentrations de Cd. A: Représentation graphique des quantités

relatives; B: Electrophorése en gel d'agarose des produits de PCR.
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Figure 49: Accumulation des transcrits Cat codant pour la catalase au niveau des
racines de Vicia faba traitée par différentes concentrations de Cd. A: Représentation
graphique des quantités relatives; B: Electrophorése en gel d'agarose des produits
de PCR.
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Figure 50: (A, B) Accumulation des transcrits GR codant pour la glutathion
réductase au niveau des racines de Vicia faba traitée par différentes concentrations
de Cd. A: Représentation graphique des quantités relatives; B: Electrophoréese en gel

d'agarose des produits de PCR.
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la dégradation de protéines ayant pour conséquence la perte de leur fonction et la formation
d'agrégats protéiques insolubles (Nguyen et al., 1989). Dans un second temps, la "réponse au
choc thermique" proprement dite se caractérise par l'activation transcriptionnelle des geénes
Hsps aboutissant, notamment, a la synthése de HSP 70 détectable a ce moment dans la cellule
a des taux bien plus élevés que dans des conditions normales. Enfin, la phase de récupération,
durant laquelle les altérations morphologiques sont corrigées, termine le processus. Les
protéines retrouvent des activités enzymatiques similaires a leurs valeurs initiales (Nguyen et
al., 1989). L'activation des geénes Hsps est alors interrompue. Ce qui pourrait expliquer la
diminution de ’accumulation des transcrits Hsp70.1 aprés 12 h du traitement des racines de
feve par 100 et 200uM de Cd.

Une étude de Freeman et al. (1995), se focalisant sur le stress oxydant comme
inducteur de HSP, indique que ce serait plus précisément l'oxydation des groupements thiols
des protéines qui représente le signal initial, menant a la formation de ponts disulfures
anormaux et ainsi a la déstabilisation et la dénaturation de ces protéines. Il a été alors suggéré
que l'oxydation des groupements thiols protéiques et non-protéiques soit le signal commun
responsable de ’activation de la "réponse au choc thermique" par ses inducteurs (Zou et al.,
1998; Stevens et al., 2000).

La mise en évidence d'une accumulation des transcrits Hsp70.1 nous indique que la
plante a percu, sans aucun doute, le stress cadmique des 12h de traitement. Ce signal
moléculaire est accompagné de la surexpression de M72. En effet, la présence d'une
concentration de 200uM de Cd dans la solution nutritive a entrainé une accumulation
importante des transcrits M72 au niveau des racines de féve surtout a 12 h d’exposition.
L'accumulation des transcrits codant pour les MT chez les plantes soumises a un stress
métallique est un phénoméne bien étudié. Celui du Cd a été décrit par Finkemeier et al.
(2003) et Tamas et al. (2008) dans les racines de Hordeum vulgare. De méme, Lee et al.
(2004) ont montré une augmentation de I’expression des génes AtMT2a et AtMT3 chez
Arabidopsis exposé¢ au Cd. Chez cette espéce, les ARNm du gene codant pour MT1 sont
exprimés d’une manicre constitutive alors que ceux du gene codant pour MT2 sont induits par
le métal et leur expression se limite a la région en croissance (Murphy et al., 1997).

Les MTs ont la capacité de fixer les métaux lourds par la formation de complexes
stables afin d’empécher leur circulation a 1’état libre dans les tissus. Chez les végétaux, ces
protéines permettent le transport des ions métalliques du cytoplasme jusque dans la vacuole.

La compartimentation vacuolaire des ions métalliques permet ainsi la détoxication de la
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plante vis a vis des ions métalliques. Zimeri et al. (2005) ont montré que les
métallothionéines sont stabilisées par la fixation de Cd et qu’elles interviennent dans les
processus de tolérance et d’accumulation de ce métal au niveau des plantes.

Les 12 premicres heures de traitement cadmique induisent une accumulation des
transcrits Hsp70.1 et MT2. On rencontre le méme type de régulation pour les Cu-ZnSODcy ou
encore la GR. En effet, notre étude a révélé une augmentation de 1'expression du gene Cu-
ZnSODcy et du géne GR a 12 h du traitement en présence de fortes concentrations de Cd.
Seule la Cat présente une régulation transcriptionnelle plus tardive. Les transcrits Cat sont, en

effet, accumulés en grande quantité plus tard, apres 24 de traitement et ce pour les trois

concentrations de Cd (50, 100 et 200uM).

D'apres cette ¢tude moléculaire, nous avons montré que tous les marqueurs utilisés
présentent une surexpression a 12 h du traitement surtout a la plus forte concentration de Cd
(200uM) (a l'exception du geéne Cat). Une concentration de 200uM de Cd semble étre
nécessaire pour une induction précoce de I’accumulation des transcrits codant pour nos génes
d'intérét (dans les 12 premicres heures). Cette surexpression coincide avec une augmentation
significative par rapport au témoin de H,O, a 12 h du traitement (Figure 19b). Le H,O,, a des
faibles teneurs, pourrait jouer le rdle d'une molécule signal (Rentel et Knight, 2004;
Maksymiec, 2007; Timperio et al., 2008; Singh et al., 2009) qui alerte la plante du stress
cadmique environnant dans le cas des geénes Hsp70.1, MT2, Cu-ZnSODcy, GR. Les transcrits
Cat sont accumulés dés 24 h quelque soit la concentration de Cd utilisée (50, 100 et 200uM).
Dans ce cas, on peut suggérer qu'une accumulation plus importante de H,O,, substrat de la
catalase, est nécessaire a l'accumulation des transcrits Cat ce qui permettrait apres leur
traduction dans les cellules la détoxication de cette molécule nocive pour la structure
cellulaire.

En tenant compte de nos travaux antérieurs relatifs aux activités des enzymes
antioxydantes, nous avons montré que 1'isoforme Cu-Zn SOD montre une activité importante
a 12 h de traitement au niveau des racines de féve en présence de 50, 100 et 200uM de Cd
(Figure 23b). L'activité la plus importante est notée en présence de S0uM de Cd. Ceci n’est
pas en concordance avec notre étude moléculaire montrant une accumulation des transcrits
codant pour cette enzyme en présence de 200uM. Cette non-correspondance des résultats
entre I’expression du gene Cu-ZnSODcy et Pactivité de la protéine résultante pourrait étre

expliquée par le fait que I’isoforme choisi est a localisation cytosolique alors que d’apres
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Kliebenstein et al. (1998) et Moran et al. (2003), la Cu-Zn SOD peut se trouver au niveau de
noyau, de I’apoplasme et des chloroplastes.

Concernant la catalase, les diverses concentrations de Cd (50, 100 et 200uM)
provoquent une accumulation des transcrits Cat et une augmentation de I’activité de I’enzyme
dés 24 h de traitement (Figure 24b). La catalase semble subir une régulation
transcriptionnelle.

Tenant compte des résultats relatifs a l'activit¢ de la GR, nous avons montré que
l'activité de cette enzyme est importante dés 24 h du traitement quelque soit la concentration
de Cd utilisée (Figure 29b). L'accumulation des transcrits codant pour cette enzyme (GR) est
importante dés 12 h du traitement. On peut suggérer alors que l'activité de la GR peut étre
issue de l'accumulation de ses transcrits avec un certain délai. Ce délai est li¢ au temps
d'apparition de la protéine et sa surexpression (environ 12 h). Selon plusieurs études,
I’augmentation de 1’activit¢ de la glutathion réductase peut étre expliquée par des
modifications transcriptionnelle ou traductionnelle suite au stress cadmique (Xiang et
Olivier, 1998; Romeo-Puertas et al., 2002). Yannarelli et al. (2006) ont suggéré une
régulation post-traductionnelle de la GR en présence de Cd et non transcriptionnelle chez
Triticum aestivum. De méme, Romero-Puertas et al. (2006) ont proposé une régulation post-

traductionnelle de la GR peroxysomiale en présence de Cd.
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I. Introduction

Dans ce chapitre, nous avons étudié les effets génotoxiques du Cd chez Vicia faba. Deux
tests ont été utilisés; 1’indice mitotique et 1'induction des micronoyaux. L'étude a été effectuée
au niveau des méristémes racinaires des plantules de féve traitée par 50, 100 et 200uM de Cd,
du fait que les cellules méristématiques sont des cellules a fort pouvoir de division.

Nous nous sommes intéressés aussi a d’autres aspects de la génotoxicité du Cd touchant

la structure et le nombre de chromosomes.

I1. Résultats

1. Effets de Cd sur la variation de l'indice mitotique
Le Tableau 5 montre I’effet de différentes doses de Cd sur le nombre de cellules en
division dans les extrémités racinaires des plantules de féve. Nous avons observé une
diminution de I’indice mitotique au cours du traitement quelque soit la dose de métal utilisée.
Cette diminution est hautement significative a 48 h de traitement (p<<0.001). Elle est d’environ
54% par rapport au témoin pour un traitement cadmique de 50uM, 45% pour un traitement

cadmique de 100uM et atteint 80% pour un traitement de 200uM.

2. Effets de Cd sur l'induction des micronoyaux

Les résultats du traitement des extrémités racinaires de Vicia faba par le chlorure de
cadmium (Tableau 6) ont montré que, pour les diverses doses de Cd testées, on observe une
induction significative des micronoyaux (p<0.05) dés 12 h de traitement. Cette induction est

hautement significative (p<0.001) des 24 h de traitement quelque soit la dose de Cd utilisée.

3. Effets de Cd sur l'induction d’aberrations chromosomiques
L'observation en microscopie photonique des extrémités racinaires de féve soumis au
traitement cadmique montre d’autres types d’anomalies qui touchent les chromosomes de
Vicia faba.
La figure 51 montre des cellules témoins des plantules de féve en division et la figure

52, les cellules méristématiques racinaires traitées par la Cd.

Parmi ces anomalies chromosomiques, on peut noter:
= Des divisions cellulaires anormales; des métaphases (Figure 53A) et anaphases

anormales (Figure 53B).
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Tableau 5: Effet du cadmium sur la modification de I'indice mitotique au

niveau des extrémités racinaires de féve

Indice mitotique (% + SD)

Durée 12 24 48
du traitement
(heures)
Controle 19.66 + 1.87 (100) 20.38 + 2.34 (100) 19.88 + 1.96 (100)
CdCl, (uM)
50 16.56 £ 2.72% (84)  14.30 £ 1.32%** (70)  11.23 % 1.7%** (56)
100 16.83 + 2.80* (85) 12.88 + 2.06*** (63) 8.85 + 3.49*** (44)
200 10.14 + 1.94% (51)  11.34+ 2.57%** (55)  4.02 + 2.27*** (20)

*** n<0.001, *p<0.05 comparé au contrdle
Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage par rapport au témoin

Tableau 6: Effet du cadmium sur l'induction des micronoyaux au niveau des

extrémités racinaires de féve

Fréquence de MCN (%o £ SD)

Durée 12 24 48

du traitement

(heures)

Controle 0+00 0+00 0+00

CdCl, (uM)
50 0.5 + 0.53* 0.66 + 0.5** 1.33 £ 0.51***
100 0.37 £ 0.5* 1.22 + 0.66*** 1.75 + 0.8***
200 0.55 + 0.52** 1.37 + 0.74*** 1.44 + 0.52***

*** n<0.001, ** p<0.01, *p<0.05 comparé au contrdle
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= Des cellules comportant des chromosomes dont la structure est altérée
(clastogénicité). Dans ce cas, on a pu détecter la présence des chromosomes collants
("stickiness") (Figure 54A, B, C) et des ponts anaphasiques (Figure 55A, B). Des
cellules a plusieurs ponts anaphasiques, des cellules en phase de rupture de leur pont
ainsi que des fragmentations chromosomiques sont illustrées dans les figures 56, 57

et 58 respectivement.

= Des cellules décrivant une mauvaise ségrégation de chromosomes se présentant sous
forme de chromosomes isolés dus a une non migration des chromatides (Figure
58A, B). Ces chromosomes résultent d’un déplacement retardé des chromatides

(décalage) au cours de I’anaphase.

= Des cellules représentant des chromosomes retardataires qui n'ont pas rejoint la
plaque équatoriale en métaphase (Figure 59A). Lors de I'anaphase, les deux
chromatides jointes migrent vers I’un des poles et seront inclus dans une cellule fille,

I’autre cellule fille ne possédant pas ce matériel génétique.

= Nous avons détecté aussi la présence de cellules a deux micronoyaux (Figure 60A,

B).

-Chapitre 1V-
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Figure 51: Difféerents stades de division cellulaire dans la zone
meéristématique racinaire des plantules de Vicia faba non traitées; 1i:
interphase, 1: prophase, 2a: début de métaphase, 2: métaphase, 3a:

anaphase, 3b : fin d’anaphase, 4 : télophase.
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Figure 52: Induction des micronoyaux ( #) [A : micronoyau de petite taille,
B : micronoyau de taille moyenne, C : micronoyau de grande taille] aprés 48
h d’exposition des extrémités racinaires de Vicia faba a des concentrations

de S50uM (A, B) et 200uM (C) de Cd.
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Figure 53: Cellules en division cellulaire anormale (==mp) aprés 48 h de

traitement des extrémités racinaires de Vicia faba par CdCl..

- A : métaphase anormale (S0uM de Cd)
- B : anaphase anormale (S0uM de Cd)
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Figure 54: Induction des chromosomes adhérents ("stickiness" (== ) au
niveau de la zone méristématique racinaire de Vicia faba aprés 48 h
d’exposition a des concentrations de 50uM (A), 100uM (B) et 200uM (C) de
CdCl.
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Figure 55: Induction d’'un pont anaphasique ( BE=> ) au niveau de la zone
meéristématique racinaire de Vicia faba aprés 48 h d’exposition a des

concentrations de SOuM (A) et 200uM (B) de CdCla.

-Chapitre 1V-



Résultats et Discussion -138 -

Figure 56: Induction de plusieurs ponts anaphasiques (m=) ) au niveau de
la zone méristématique de Vicia faba aprés 48 h d’exposition a des

concentrations de SOuM (A) et 200uM (B, C) de CdCla.
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Figure 57: Fragmentation chromosomique ( ==> ) induite par une
concentration de SOuM de Cd au niveau de la zone méristématique racinaire

de Vicia faba apres 48 h d’exposition.
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Figure 58: Formation de chromosomes isolés ( ==> ) a la télophase au
niveau des cellules de la zone méristématique racinaire de Vicia faba apreés

48 h d’exposition a des concentrations de 200uM (A) et SOuM (B) de CdCla.
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Figure 59: Formation de chromosomes non-disjoints ( ==>) au niveau des
cellules de la zone meéristématique racinaire de Vicia faba apres 48 h
d’exposition a 200uM de CdClo.
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Figure 60: Formation de deux micronoyaux (3#) au niveau des cellules de la

zone méristématique racinaire de Vicia faba.

A : Traitement par SOuM de Cd pendant 24 h
B : Traitement par 200uM de Cd pendant 48 h

-Chapitre 1V-
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II1. Discussion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les résultats relatifs aux effets génotoxiques de
Cd sur les extrémités racinaires de Vicia faba. Ces effets sont estimés par le comptage du
nombre de cellules en division et la détermination du potentiel de cet agent polluant a induire
des micronoyaux et des aberrations chromosomiques.

L’indice mitotique déterminé dans la zone méristématique racinaire est affecté par la
présence de Cd dans la solution nutritive. On enregistre une baisse qui varie avec la dose et le
temps de traitement. A 48 h de traitement cadmique, I'indice mitotique est 2.4 fois plus faible
que celui du témoin a une dose de 100uM et 5 fois plus faible a une dose de 200uM.

L'indice mitotique est un paramétre expérimental largement utilisé dans les études
génotoxiques de divers polluant. Pour le Cd, la diminution du nombre de cellules en division a
été déja démontrée par Unyayar et al. (2006) et Celik et al. (2008) dans les racines de Vicia
faba pour des concentrations équivalentes a celles utilisées dans nos conditions
expérimentales (50, 100 et 200uM de Cd).

L'indice mitotique est un test de génotoxicité trés utilis€¢ pour la détermination de
l'effet néfaste de plusieurs polluants. Outre le Cd, l'indice mitotique est aussi affectée par
d'autres métaux lourds tels que le cuivre (Jiang et al., 2000), par un gaz tel que le SO (Yi et
Meng, 2003), par un herbicide tel que ’hydrazide maléique (Marcano et al., 2004), et par
divers composés polluants tels que le benzoate de sodium, 1'acide borique, ’acide citrique, le
citrate de potassium et le citrate de sodium (Tiirkoglu, 2007). Tous ces polluants induisent
une baisse de l'indice mitotique dans les méristeémes racinaires.

Si I'indice mitotique diminue, cela indique un blocage des mitoses par les polluants. Il
est accompagné de diverses anomalies qui peuvent étre soient d'origine clastogéniques soient
d'origine aneugéniques. Nous avons observé, dans les méristémes racinaires des plantules
traitées par diverses concentrations de Cd, des anomalies clastogéniques (des chromosomes
collants ou 'stickiness", un ou plusieurs ponts anaphasiques et des fragments
chromosomiques) et des anomalies aneugéniques (des chromosomes isolés et non-disjoints).

Les adhérences de chromosomes ("Stickiness") sont les premicres anomalies
mitotiques qui pourraient survenir au niveau des prophases. Ces adhérences observées dans
les méristémes racinaires de feve traitée par le Cd pourraient étre a l'origine des ponts formés
et des fragments chromosomiques isolés lorsque les chromosomes homologues se séparent a

'anaphase (Souguir et al., 2008). Ce type d’aberrations est défini par Rieger et al. (1976), les
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chromosomes présentent un aspect collant et par Jiang et al. (2000), il s’agit d’une rangée de
fibres chromosomiques créées par des ponts entre chromatides.

Un tel changement dans la morphologie des chromosomes a été observé chez d'autres
especes veégétales telles que Allium cepa (Fiskesjo, 1988; Liu et al., 1995; Borboa et De la
Torre, 1996; Liu et al., 2003) et Hordeum vulgare (Zhang et Xiao, 1998). La génotoxicité
du Cd a été évaluée aussi chez des cellules humaines (Seone et Dulout, 2001; Palus et al.,
2003) et chez les larves de Xenopus laevis (Mouchet et al., 2006).

Le Cd n'est pas le seul métal connu pour son effet génotoxique. Plusieurs travaux ont
montré que d'autres métaux lourds tels que As, Be, Cr, Ni, Pb, Co, Se et Cu perturbent la
structure et le nombre de chromosomes au niveau des cellules végétales (Ahberg et al., 1972;
Fiskesjo, 1979; 1988; 1997; Mukherjee et Sharma, 1986; Lerda, 1992; Liu et al., 1995;
Borboa et De la Torre, 1996; Jiang et al., 2000; Souguir et al., 2008).

Dans notre cas d'étude, le traitement des racines de féve par 50, 100 et 200uM de Cd a
induit la formation de micronoyaux. L’induction des micronoyaux chez Vicia faba suite a un
traitement par le Cd a été aussi étudiée par plusieurs auteurs (Steinkellner et al., 1998, Rosa
et al., 2003; Unyayar et al., 2006; Béraud et al., 2007).

Dans les racines de feve traitées par le Cd, les micronoyaux trouvés dans le
cytoplasme des cellules mitotiques en interphase, pourraient avoir différentes origines. En se
référant 4 nos travaux effectués avec le cuivre (Souguir et al., 2008) (Figure 61), ces
micronoyaux pourraient résulter de la rupture des ponts anaphasiques, des fragments de
chromosomes induits par la clastogénicité, d’une chromatide ou d’un chromosome entier.
Selon la nature de matériel génétique isolé, scindé ou altéré, on observe des micronoyaux de
différentes tailles (Figure 52). Cette différence de taille des micronoyaux a été observée dans

les méristémes racinaires de féve traitée par 50, 100 et 200uM de Cd.

L'apparition des anomalies chromosomiques suite a un traitement cadmique a été
observé et interprété par Rivetta et al. (1997). Le Cd entre dans la cellule a travers les canaux
de Ca®" situés sur la membrane plasmique. Le Ca®" peut étre remplacé par le Cd (Rivetta et
al., 1997; Clarkson et Luttge, 1989) car ces ions présentent des rayons similaires
(Ca*"=0,099nm; Cd**=0,097nm) (Wen et al., 1989). Means et Dedman (1989) indiquent que
la calmoduline (CaM) Ca-dépendante est localisée spécifiquement au niveau du fuseau
mitotique et semble intervenir dans les processus de régulation et fonctionnement des

chromosomes a travers le contréle de la polymérisation-dépolymérisation des microtubules
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rupture
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Figure 61: Analyse cytologique des aberrations chromosomiques dans les
meéristémes racinaires de Vicia faba traitées par le cuivre. Illustration de différentes
origines probables de la formation dun micronoyau. Les anomalies
chromosomiques peuvent étre classées en deux types: Aberrations structurales et
numériques. Les deux types d'aberrations sont observés au niveau des cellules en
mitose. a: "stickiness" en métaphase, b et ¢: pont anaphasique, d: fragmentation
chromosomique, e et f: mauvaise ségrégation des chromosomes, g: chromosome
isolé en télophase, h: chromosome acentrique et pont anaphasique, i et j:
micronoyau en télophase et interphase, respectivement, k: micronoyau en

prophase. Les fleches indiquent les aberrations chromosomiques et les asterisks

indiquent les micronoyaux. (Souguir et al., 2008).
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(Chueng, 1980; 1983). Le Cd*" entre en compétition avec le Ca”" et se fixe 4 la CaM (Rivetta
et al., 1997). Ainsi, les anomalies survenant au niveau de 1’organisation des microtubules
peuvent étre le résultat d’une activité inappropriée de la calmoduline en présence de I’ion
cadmique (Perrino, 1989). De ce fait, la présence des ions cadmiques dans la solution
nutritive pourrait modifier la structure du cytosquelette. De méme, la fonction des protéines
de cytosquelette telles que la tubuline peut étre perturbée suite a la fixation des ions
cadmiques aux groupements thiols (Wallin et Hartley-Asp, 1993).

La fixation du Cd aux groupements thiols peut altérer la fonction d'autres protéines
notamment les enzymes antioxydantes intervenant dans la détoxication des especes réactives
de l'oxygene ce qui va engendrer des lésions au niveau des lipides, des protéines et au niveau
de ’ADN (Ercal et al., 2001 ; Gichner et al., 2004). L'accumulation des espéces réactives de
l'oxygéne et leurs implications dans les dommages survenus a I'ADN suite & un stress
cadmique a été mise en évidence par Kovalchuk et al. (2001) et Rosa et al. (2003).

Le Cd agit aussi sur 'ultrastructure du nucléole, induisant un changement de sa
morphologie; cela suggere un blocage de la biosynthése et/ou de la maturation des ARN
ribosomiques qui se situent dans ces organites et affectent la formation du précurseur

ribosomique 45S (Marcano et al., 2000; Liu et al., 2003).

-Chapitre 1V-



Discussion générale






Discussion générale - 147 -

Pendant ces dernic¢res décennies, la pollution a constitué¢ une préoccupation majeure du
fait de son action néfaste sur I'homme, sur les animaux et sur la productivité des végétaux.
L'industrialisation et le trafic routier en constante augmentation constituent les principales
sources de pollution. Ces polluants interagissent entre eux et forment des molécules
hautement réactives et toxiques pour les végétaux. Dans ce travail, nous nous sommes
intéressés a étudier les effets de la pollution par le Cd sur la féve, une Fabacée tres
consommeée en Tunisie. Le premier chapitre de ce travail a été consacré a I'é¢tude de I'effet du
stress causé par le Cd sur la croissance des plantules de féve. Nous avons, par la suite, étudié
I’effet de ce métal sur la teneur en pigments chlorophylliens, sur la composition en certains
¢léments minéraux (calcium, fer et zinc) ainsi que son accumulation dans les feuilles et les
racines de plantules de féve. Le deuxieme chapitre, subdivisé en trois parties, a été consacré
d’une part a I’é¢tude de quelques parametres marqueurs du stress oxydant et d’autre part, aux
réponses enzymatiques et non-enzymatiques des plantules de feve face a ce stress
environmental. Le troisiéme chapitre a porté sur I’expression de certains génes codant pour
des protéines de stress, des protéines de chélation et des protéines antioxydantes. L'effet

génotoxique du cadmium a été étudié lors du dernier chapitre.

Nous rappelons que les plantules de féve agées de 12 jours ont subi un traitement
cadmique en solution hydroponique durant 12, 24 et 48 h. L’étude a porté sur la partie
foliaire, composée des deux premiers étages foliaires, et la partie racinaire qui représente

I’interface entre le métal et la plante.

Nos résultats ont montré que des concentrations variables de Cd comprises entre 50 et
200uM de Cd provoquent, en 48 h, un retard dans le développement des feuilles et une
diminution de leur biomasse fraiche et séche. Dans les racines, le Cd a induit une inhibition de
I’allongement racinaire et une réduction de la matiere fraiche et de la matiere seche. La
réduction de la croissance racinaire est plus prononcée que celle des feuilles. La vulnérabilité
du systéme racinaire semble étre le résultat de I’accumulation préférentielle de Cd dans les
racines. D’apres nos résultats, les plantules de féve accumulent majoritairement le Cd dans les
racines. L'accumulation est 44 fois plus importante que celle notée dans les feuilles en
présence d’un traitement de 200uM de Cd apres 48 h d’exposition. Cette rétention privilégice
du Cd dans les racines pourrait constituer un moyen de défense pour limiter son ascension
vers la partie aérienne. L'accumulation racinaire de Cd suite a son immobilisation par la paroi

cellulaire (Vecchia et al., 2005) ou par des carbohydrates extracellulaires (Wagner, 1993)
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semble étre une stratégie de défense adoptée par les plantules de féve soumises a un stress
cadmique.

La forte accumulation de Cd dans les racines pourrait €tre aussi le résultat de sa
complexation avec les phytochélatines. Celles ci jouent un réle essentiel dans 1’homéostasie
des ions métalliques chez les plantes en chélatant dans le cytoplasme des métaux tel que le
Cd. Elles permettent leur séquestration vacuolaire (Mehra et Tripathi, 2000) ce qui limite
leur effet néfaste sur le métabolisme cellulaire. D'apres nos résultats, nous avons montré que
les racines des plantules de féve, organes qui accumulent plus le métal, augmentent leurs
teneurs en PC a 48 h du traitement en présence de fortes concentrations de Cd (100 et
200uM). Outre les PC, la séquestration vacuolaire des ions métalliques se fait par d'autres
protéines de chélation telles que les métallothionéines. Lors de notre étude, nous avons
montré une suraccumulation des transcrits codant pour les MT2 a 12 h du traitement des
racines des plantules de féves par 200uM de Cd. Une suraccumulation des transcrits MT2
pourraient étre a I'origine d'une augmentation des protéines MT2 dans la cellule. De ce fait, la
synthése des PC et de MT2 dans les racines des plantules de féve traitées par le Cd pourraient
limiter I'exportation des ions cadmiques vers les parties foliaires. Malgré leur faible passage
dans les feuilles, les ions métalliques ont provoqué une réduction significative de la teneur en
chlorophylle totale a la fin de la période de traitement. Cette réduction pourrait provoquer une
altération de la photosyntheése et par la suite la diminution de croissance foliaire. La
diminution de la croissance pourrait, aussi, avoir comme origine les troubles physiologiques
touchant 1’alimentation hydrique et minérale. En effet, des perturbations de 1’absorption de
I’eau (seulement dans les racines) et de certains éléments minéraux (zinc, fer, calcium) ont été

montrées dans les plantules de feve traitées par le Cd.

L'accumulation des ions cadmiques dans les plantules de féve semble provoquer une
altération de la membrane plasmique a travers 1’attaque des acides gras polyinsaturés. Cette
lipoperoxydation membranaire semble dépendre de I'organe qui accumule plus de métal. En
effet, nous avons montré une accumulation importante de malondialdéhyde, I'un des produits
de lipoperoxydation membranaire, dans les racines de plantules de féve traitées par le Cd.
Dans les feuilles, organes qui accumulent moins les ions cadmiques, la production de
lipoperoxydes ne varie pas par rapport au témoin. Cette lipoperoxydation semble étre due a un
effet indirect du Cd par les radicaux libres qu'il engendre. D'aprés nos résultats, nous avons
montré une accumulation importantes des ROS (O, et H,O,) dans les racines de féve traitées

par le Cd. Cependant, ’accumulation des ROS dans les feuilles ne s’accompagne pas d’une
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lipoperoxydation membranaire. Ceci suggere que la quantit¢ des ROS accumulés dans les
feuilles n'est pas encore suffisante pour provoquer la lipoperoxydation membranaire.

Outre les ROS, la stimulation de la lipoperoxydation montrée dans les racines de feve
traitées par le Cd semble impliquer la lipoxygénase. Cette enzyme, a localisation
membranaire, montre une stimulation de son activité dés 12 h du traitement cadmique mais
l'activité rejoint celle du témoin a la fin de la période du traitement. Plusieurs travaux ont
montré une augmentation de I’activitt LOX en présence d’un stress métallique
(Somashekaraiah et al., 1992; Spiteller, 2003; Ali et Hahn, 2006; Yurekli et Porgali,
2006; Skorzynska-Polit et al., 2006). De ce fait, nous pouvons suggérer, qu’en plus des
ROS, la LOX peut étre, en partie, responsable de la lipoperoxydation membranaire dans les

racines de feve.

Les membranes constituent un support de différentes molécules impliquées dans le
transport de solutés ou dans les processus de transfert d'électrons auxquels peuvent étre
associées des réactions de production d'énergie chimique potentielle. De ce fait, une perte de
l'intégrité membranaire conduirait a des troubles physiologiques du métabolisme de la plante
et raisonnablement, de la croissance.

L'augmentation de la peroxydation lipidique, les modifications des activités des
enzymes antioxydantes et les rapports ASA/DHA et GSH/GSSG constituent, ¢également, des
marqueurs de stress oxydant. Ces marqueurs ont pour rdle de lutter contre les especes
oxydantes indésirables en empéchant leur apparition ou de les détruire une fois apparues dans
le but d'éviter ou limiter leurs effets néfastes.

En ce qui concerne les enzymes antioxydantes, nos résultats ont montré que 1'activité
de différents isoformes de la superoxyde dismutase varie selon I'organe étudié. En effet, une
stimulation suivie d'une inhibition de l'activit¢é Cu-Zn SOD par rapport au témoin ont été
montrées dans les feuilles et les racines des plantules de féve traitées par le Cd. L'inhibition de
l'activité Cu-Zn SOD pourrait s'expliquer par l'accumulation des ROS particulicrement le
H,0; connu comme inhibiteur des Cu-Zn SOD (Sandalio et al., 2001). Les isoformes Fe/Mn
SOD montrent une activité importante a 48 h du traitement dans les feuilles de féve. Dans les
racines des plantules témoins et traitées par le Cd, cette activité semble étre absente ou tres
faible.

L’¢limination de H,0O, est assurée par la catalase, la gaiacol peroxydase et les enzymes

du cycle ascorbate-glutathion. Nous avons montré I’absence d’une activité considérable de
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ces différentes enzymes dans les feuilles, durant le traitement. Un tel résultat confirme
I'hypothése mentionnée précédemment concernant une quantité insuffisante de H,O,.

Dans les racines, les activités catalase, gaiacol peroxydase, MDHAR, DHAR et GR
augmentent significativement a la fin du traitement cadmique. Toutefois, il y a une différence
dans les processus de régénération de 1’ascorbate qui dépend du temps de traitement : a 24 h,
la présence de Cd dans la solution nutritive entraine une augmentation de l'activit¢ DHAR. A
48 h, c’est la DHAR et la MDHAR qui sont activées. L’ascorbate produit n’est pas utilisé par
I’ascorbate peroxydase, enzyme clé du cycle ascorbate-glutathion. Cette enzyme ne présente
aucune activité importante durant le traitement des plantules de féve par le Cd. Dans ce cas,
l'ascorbate produit pourrait étre incorporé dans la lutte contre les espéces oxydantes
indésirables a travers la voie non-enzymatique. Cependant, 1’étude de cette voie de réponse a
révélé une diminution du rapport ASA/DHA a la fin du traitement en présence de fortes
concentrations de Cd. La diminution de ce rapport dans les racines et les feuilles de féeve
traitées par le Cd pourrait étre un indicateur de I’incapacité de la plante a maintenir au moins
un état ASA-DHA équilibré.

En ce qui concerne le glutathion, nous avons noté une augmentation du rapport
GSH/GSSG dans les racines et les feuilles des plantules de feve traitées par le Cd.
L'augmentation de ce rapport est due a la stimulation de la synthese du glutathion réduit.

Le GSH protege les cellules contre 1’action toxique des ROS. Il intervient aussi dans la
syntheése des phytochélatines dont les métaux lourds sont les inducteurs primaires. Dans les
racines des plantules de feéve traitées par le Cd, la synthése de GSH est catalysée par la GR
dont l'activité a été stimulée par le Cd. La synthése de GSH pourrait étre assurée par d’autres
enzymes telles que la y-glutamylcystéine synthétase et la glutathion synthétase (Haag-
Kerwer et al., 1999). Dans les feuilles, cette synthese semble faire intervenir la glutathion
synthétase et la y-glutamylcystéine synthétase, vue ’activité inchangée de la GR dans cet

organe.

La présence des ions cadmiques dans la solution nutritive semble altérer la membrane
plasmique. Une fois présents dans le cytoplasme, ces ions semblent perturber le métabolisme
cellulaire en modifiant les activités de plusieurs enzymes notamment les enzymes
antioxydantes. L'effet du Cd pourrait étre direct ou indirect a travers la forte production des
ROS dans les plantules de féve traitées.

Nous avons essayé, par la suite d'étudier les altérations survenues dans le noyau

cellulaire en présence de Cd dans la solution nutritive. D'aprés nos résultats, nous avons
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montré que des concentrations de 50, 100 et 200uM de Cd baissent significativement 1'indice
mitotique dans les méristémes racinaires des plantules de feve. La diminution du nombre de
cellules en division semble étre accompagnée par une induction des micronoyaux et une
apparition de divisons cellulaires anormales et de nombreuses anomalies structurales. Parmi
les anomalies structurales touchant 1’organisation des microtubules, nous avons montré la
présence d'adhérences chromosomiques ("stickiness"), de ponts anaphasiques et de fragments
de chromosomes. De méme, le Cd provoque la formation d'anomalies qui touchent le nombre
de chromosomes. Nous avons également montré la présence de chromosomes isolés et de
chromosomes non-disjoints. Ces anomalies qui surviennent aprés une mauvaise ségrégation
des chromatides lors de I’anaphase, pourraient avoir comme origine une altération de la
fonction du fuseau mitotique.

La génotoxicit¢ de Cd semble avoir comme origine une production accrue des ROS
notamment le H,O, (Wang et Huang, 1994; Rosa et al., 2003). Elle pourrait, aussi, résulter
de I'inhibition des enzymes intervenant dans les processus de réparation de I’ADN (Hartwig,
1998; Liitzen et al., 2004) et conduisant a la mort cellulaire. En effet, a de faibles
concentrations, les dommages causés par le Cd peuvent étre réparés. Cependant, ce métal est
capable d’inhiber, a fortes concentrations (Mouchet et al., 2006), les mécanismes de
réparation de I'ADN. Si ces dommages ne sont pas réparés, la mort cellulaire est déclenchée
(Cejka et al., 2003). D'apres nos résultas, le déclenchement de la mort cellulaire semble
dépendre de la concentration de Cd et de la durée du traitement. En effet, la plus forte
concentration de Cd (200uM) semble provoquer une perte de l'intégrité cellulaire dés 24 h de
traitement dans les racines de féve. En prolongeant le temps de traitement (48 h), des
concentrations de 50, 100 et 200uM de Cd semblent étre responsables de la mort cellulaire
dans les racines de féve. La mort cellulaire pourrait étre une stratégie de défense adoptée par
les plantules de feve traitées par le Cd a travers I'élimination des cellules contaminées.

La perturbation de l'intégrité cellulaire et les anomalies survenues dans le noyau
cellulaire telles que la diminution de 1’indice mitotique, la formation des micronoyaux et
I’induction des anomalies chromosomiques (Seregin et Ivanov, 2001; Liu et al., 2003)
pourraient étre a 1’origine de la diminution de la croissance racinaire des plantules de feve
traitées par le Cd.

L'augmentation de la production des ROS dans les racines de feve traitées par le Cd
semble étre responsable, d'une manic¢re directe ou indirecte, de nombreux dommages
oxydants. Ces dommages touchent les lipides, les protéines et le noyau cellulaire. Cependant

ces especes, semblent jouer le role de messager secondaire entrainant une surexpression des
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genes codant pour des protéines de stress, des protéines de chélation des ions cadmium et des
enzymes antioxydantes. D'aprés nos résultats, nous avons montré une suraccumulation des
transcrits hsp70.1, MT2, Cu-ZnSODcy, Cat, GR dans les racines de féve traitées par le Cd.
Cette suraccumulation est importante a 12 h du traitement en présence de fortes
concentrations du métal (a l'exception du geéne Car). L'expression de ces genes empéche la
dénaturation des protéines et permet la chélation des ions cadmiques et la protection de la

cellule contre les effets néfastes des ROS.

Outre son role de signalisation (Rentel et Knight, 2004; Maksymiec, 2007), le
peroxyde d’hydrogéne semble avoir une action indirecte de renforcement des parois
cellulaires pour diminuer la pénétration du métal a I’intérieur des cellules de féve. Cette
molécule est nécessaire dans les processus de polymérisation des monomeres de lignine
catalysée par les peroxydases pariétales (De Jaegher, 1986). La polymérisation des
monomeres de lignine dans la paroi cellulaire confeére aux cellules végétales une solidité et
une rigidité pariétale. La synthése de lignine fait intervenir les composés phénoliques dont les
roles sont variés et interviennent notamment dans la signalisation et la protection contre des
agents biotiques et abiotiques. Le dosage des composés phénoliques dans les feuilles et les
racines des plantules de féve traitées par le Cd a révélé une accumulation de ces composés
dans les deux organes étudiés. Cependant I'augmentation de la rigidité de la paroi cellulaire
pourrait étre a 'origine de la diminution de la croissance observée chez les plantules de feve

traitées par le cadmium.
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L'adaptation des végétaux aux conditions contraignantes de leur environnement
nécessite des modifications morphologiques, métaboliques et moléculaires. Ces changements
doivent aider a la fois a minimiser les effets nocifs des stress et permettre a la plante de
survivre.

D'aprés nos résultats, le stress causé par la présence du cadmium dans la solution
nutritive, engendre des désordres relatifs a la croissance des plantules de feéve. Ces altérations
se manifestent, a I'échelle de la plante entiére, par une réduction de l'élongation racinaire et de
l'expansion foliaire et une réduction des biomasses fraiche et séche. Ces altérations sont plus
importantes dans les racines comparées aux feuilles des plantules de féve traitées par 50,100
et 200uM de Cd. Le systéme racinaire semble étre plus affecté par le stress métallique. Ceci
pourrait étre expliqué par I'accumulation et la répartition du métal au sein de la plante. En
effet, le Cd est accumulé préférentiellement dans les racines qui montrent des teneurs en Cd
plus élevées par rapport aux feuilles. Les racines semblent jouer le réle d'organe piége pour le
Cd afin de limiter les effets destructeurs du métal dans les feuilles.

L'excédent de Cd a provoqué aussi une diminution de la teneur en chlorophylle b, des
perturbations de 1’absorption de I’eau (dans les racines) et des troubles touchant 1'alimentation
en certains éléments minéraux (calcium, fer et zinc).

A T'échelle cellulaire, nous proposons un schéma hypothétique (Figure 62) qui pourrait
résumer les diverses perturbations survenues dans les cellules de plantules de feve traitées par
le Cd. (1) Une fois absorbés, les ions cadmiques semblent étre immobilisés par la paroi
cellulaire pour empécher leur pénétration dans la cellule (Vecchia et al., 2005). (2) Le Cd
pourrait étre a l'origine de la stimulation de la NADPH oxydase située au niveau de la
membrane plasmique. L'augmentation de l'activité de cette enzyme pourrait étre a 1'origine de
la production importante d'espéces réactives d'oxygene (ROS) observée dans les racines et les
feuilles de féve. En effet, la NADPH oxydase stimule la production de O, qui est converti
spontanément ou par la superoxyde dismutase en H,O, (Mithofer et al., 2004). (3) Les ROS
sont nocifs pour la cellule et leur présence au niveau de la membrane plasmique pourrait
provoquer une oxydation des acides gras polyinsaturés d’ou la lipoperoxydation membranaire
observée uniquement au niveau des racines de feves traitées par le Cd. (4) D'aprés nos
résultats, la lipoperoxydation pourrait, aussi, avoir comme origine une activation de la
lipoxygénase. (5) Les ROS accumulés, particulierement le H,O,, semblent avoir une action
indirecte de renforcement de la paroi cellulaire. En effet, cette molécule intervient dans la

polymérisation des monomeres de lignine catalysée par les peroxydases (De Jaegher, 1986).
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L'altération de la membrane plasmique semble entrainer une perturbation de la
perméabilité membranaire et de I'équilibre ionique. (6) Les ions cadmiques pourraient
pénétrer a l'intérieur de la cellule & travers les canaux Ca*" membranaires. Leur présence, dans
le cytoplasme, semble augmenter la synthése de molécules chélatrices telles que les
phytochélatines et les métallothionéines. (7) La synthése de phytochélatine est catalysée par
une phytochélatine synthase en présence de glutathion réduit. (8) L'augmentation de
métallothionéines semble étre due a une stimulation des génes codant pour ces protéines
notamment le géne MT2. (9) I'accumulation des phytochélatines et les métallothionéines
permet une séquestration vacuolaire des ions cadmiques dans le but de diminuer leur
concentration dans le cytoplasme.

Les plantules de féve semblent développer des systémes de défense visant a réagir aux
changements de leur milieu environnant. Ces systemes luttent contre les especes réactives
indésirables en évitant leur accumulation. Ces systemes de détoxication font intervenir des
mécanismes enzymatiques et d'autres non-enzymatiques. (10) Les systémes enzymatiques
font appel a la superoxyde dismutase, la gaiacol peroxydase, la catalase et les enzymes du
cycle ascorbate-glutathion. Les systémes non-enzymatiques font intervenir 'ascorbate (11), le
glutathion réduit (12) et les composés phénoliques (13). (14) L'accumulation des composés
phénoliques dans les plantules de feve traitées par le Cd semble intervenir aussi dans
'augmentation de la rigidité de la paroi cellulaire (Van Tunen et Mol, 1991; Booker et al.,
1996, Quiroga, 2000).

Au niveau du noyau cellulaire, nous avons montré que le Cd pourrait engendrer une
diminution de l'indice mitotique (15) et une apparition d'anomalies chromosomiques touchant
la structure et le nombre de chromosomes dans les méristémes racinaires de feve (16). L'effet
génotoxique de Cd pourrait étre direct ou indirect a travers 'action des ROS. Dans les racines,
les ROS semblent jouer un role de messager secondaire qui entraine la surexpression de
certains genes liés au stress métallique. En effet, nous avons montré que des fortes
concentrations de Cd, particulierement 200uM, entrainent une accumulation des transcrits
codant pour une protéine de stress (hsp70.1) (17), une protéine de chélation des ions
cadmiques (M72) (18) et des protéines codant pour des enzymes antioxydantes (Cu-Zn

SODcy, Cat et GR) (19).
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Toutes ces manifestations cellulaires peuvent contribuer d'une manicre directe ou
indirecte a la diminution de la croissance observée chez les plantules traitées par 50, 100 et
200uM de Cd.

A la lumiére de l'ensemble des résultats que nous avons présentés, il semble que la
réponse des plantules de féves au stress causé par le Cd est trées complexe. Il serait intéressant
d'étudier I'expression de nos génes d'intérét dans un intervalle de temps inférieur a 12 h. Cette
¢tude pourra étre approfondie par la détermination des geénes spécifiques dont la surexpression

ou l'inhibition sont propres au stress cadmique.
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Annexe I : Extraction des ARN- Systéme KIT TRI-REAGENT (Sigma ou

Euromedex)

-Broyage des tissus dans N2 Liquide.
-Transfert du broyat dans des tubes eppendorff 2mL stérile.
Attention : le broyat ne doit pas dépasser le 1/3 du tube pour obtenir une purification
différentielle des ARN vis-a-vis de I’ADN génomique.
-Ajouter ImL de TRI-REAGENT- Vortexer
-Lyser 5 min dans la glace
-Ajouter 300puL de chlorophorme (déprotéination) -Vortexer
- Séparation des phases 15 min dans la glace
-Centrifuger 15 min, 12000xg, 4°C
-Récupérer la phase aqueuse dans un tube stérile
-Ajouter 850uL de I’isopropanol (Agiter doucement par renversement)
-Laisser 10 a 15 min a température ambiante (précipitation des ARN)
-Centrifuger 15 min, 12000xg, 4°C
-Eliminer complétement et minutieusement 1’éthanol et sécher le culot a I’air
-Resuspendre le culot dans 30uL de I’eau stérile
La resuspension peut étre assez longue si les ARN ne sont pas purs. Laisser resuspendre
dans la glace et tapoter le tube
-Centrifuger 15 min, 12 000xg, 4°C
Cette étape est indispensable pour se débarrasser de toutes les insolubilités pouvant fausser
le dosage des ARN
- Récupérer délicatement le surnageant contenant les ARN solubilisés

-Stocker les ARN a - 80°C (ou a -20°C pour un stockage non prolong¢)

Annexe II : Gel de Contrdle pour tester I'intégrité des ARN

L’¢lectrophorése des ARN en gel d’agarose nécessite 1’utilisation de tampon stérile

(autoclavé) et fraichement préparé.

TAE 50X :
Pour 1 litre de tampon TAE 50X : 242g Tris base, 100mL EDTA 0,5 M(pH 8), ramener pH 8

avec acide acétique glacial (57.1 mL)
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Préparation du tampon de migration :

Préparation de 600ml de tampon TAE 1x

Préparation de gel de migration : gel d’agarose 1% :

-Peser 1,5g d’agarose, ajouter 150ml de tampon TAEIx, faire fondre au micro-onde, laisser
refroidir, ajouter le Bromure d’Ethidium (BET) a 0,5ug/mL
-Couler le gel d’agarose le jour méme de la migration des ARN.
*Pour la cuve Midigel (10x13 cm) : 150mL de gel, 600 mL de tampon de migration
*Pour la cuve Minigel (8x10.5 cm) : 100mL de gel, 250 mL de tampon de migration
-Faire migrer 1 a 2 ug d’ARN par puits en présence de tampon de charge (mélange d’Orange
G dans 30% de glycérol)
-Migration a 80 volts, pendant 2 a 3 heures environ.
-La visualisation des ARN s’effectue sur la table UV.
Bonne intégrité des ARN : Visualisation des sous unités ribososmiques 28S, 18S et 5S.
Mauvaise intégrit¢ des ARN : Observation d’un smire au dessous des sous unités

ribosomiques correspondant a leur dégradation.

Annexe III : Synthése des ADNc (Reverse Transcriptase Core Kit, RT-

RTCK-03, Eurogentec)

-Préparer une série de tubes de thermocycleur contenant 1uL. d’ARN totaux (800ng) + 3uL de
RNase Free Water
-Placer les tubes dans le thermocycleur pendant 2 min a 70°C : Etape de dénaturation des
ARN puis retour rapide a 4°C pour éviter la renaturation
-Ajouter 6uL de mix
Préparation de mix :

Pour x + 1 échantillons (ou + 2 au dessus de 10 échantillons):

Milieu réactionnel pour 1 échantillon d’ARN

- 1pL Tampon 10x

- 2uL de la solution de MgCl, 25mM (5mM final)

- 2uL de la solution ANTP 2.5mM (500uM final)

- 0.5uL d’Oligod(t);5 ou Random nonamer (2.5uM final)
- 0.2uL RNase Inhibitor 0.4 U/uL)

- 0.25uL EuroScript RT(1.25 U/uL)

=6pL : Volume total de mix




Annexes -177 -

-Bien homogénéiser le mix puis le centrifuger avant de le répartir dans les réactions
individuelles des échantillons ARN.
-Placer les tubes dans le thermocycleur

- 10 min 25°C : Etape initiale (hybridation des amorces oligod(t)

- 30 min 48°C : Etape Reverse Transcription

- 5min 95°C : Inactivation de la Reverse Transcriptase

- Retour a 4°C

- Stocker les ADNc a -20°C

Annexe 1V: Alignement des séquences GR de Brassica oleracea et Pisum
sativum

CLUSTALW Result
WARNING: possibly wrong combination
Selected type : DNA

Query sequence: PROTEIN

[clustalw.aln][clustalw.dnd][readme]

CLUSTAL W (1.83) Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to DNA
Sequence format is Pearson

Sequence 1: GR Brassica oleracea 1503 bp
Sequence 2: GR Pisum sativum 1497 bp
Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 75

Guide tree file created: [clustalw.dnd]

Start of Multiple Alignment

There are 1 groups

Aligning...

Group 1l: Sequences: 2 Score:22979
Alignment Score 7189

CLUSTAL-Alignment file created [clustalw.aln]

clustalw.aln

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

GR_Brassica_oleracea CCCAAGAAGATTCTCGTCTATGGTGCTACTTATGGTGGTGAGCTTGAGGATGCTAGAAAT
GR Pisum sativum CCCAAAAAGATTTTAGTCTATGGAGCATCTTATGGAGGTGAACTTCAGGATGCTAGAAAT

- - Kkkkk kkkkkk Kk kkkkkkkk kk  kkkkokkk kkkkk kokk  kokokkokokokokokokkk koK
GR_Brassica_oleracea TATGGGTGGGAAATCAATGAGAATGTCGACTTCACATGGAAGAAGCTTCTGCAAAAGAAG

GR Pisum sativum TTTGGATGGGAATTGAATGAGAATGTTGACTTCAATTGGAAGAAGCTCTTGCAAAAGAAG

Kk Kkkk kA AkKkAkKhk Kk AAkAKAKAKAKAK KAKKA KK Kk Kk hkKk KKk kKKK Kk Kk ok Kk KKk kKKK



http://align.genome.jp/
http://align.genome.jp/clustalw/clustalw_readme.html
file:///D:/sit-bin/pushfile%3fJOu0w2lNhs+clustalw.dnd
file:///D:/sit-bin/pushfile%3fJOu0w2lNhs+clustalw.aln
file:///D:/sit-bin/pushfile%3fJOu0w2lNhs+clustalw.aln
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GR_Brassica oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum_sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum_sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum_sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum_sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum_sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum_sativum

GR Brassica oleracea
GR_Pisum_sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

GR_Brassica_oleracea
GR_Pisum sativum

5'

ACTGATGAGATATTGAGACTGAACAATATTTACAAGCGATTGTTGGCGAATGCTGCTGTG
ACAGATGAAATAAACAGATTAAATGGAATTTACAAGCGGTTGTTATCCAATGCTGGGGTT

* ok kkkkk kkk *kk ok kK KAKXKAKAKAKAKAAKAKX KA XK K * kKKK KKK * K

AAGTTGTATGAAGGTGAAGGAAGAATCGTTGGTCCCAACGAAGTTGAGGTGAGGCAGATC
AAACTATTTGAAGGTGAGGGAAAGATAGCTAGTCCAAATGAAGTTGAGGTGACCCAATTG

* % R S 3 I kS KKk kK kK Ak kKk kK Ak KA KA KA KKKk K * % *

GATGGTACCAAAATAAGTTACACCGCCAAGCACATTTTGATTGCCACTGGCAGTCGGGCA
GATGGCACTAAGTTGTCGTATTCAGCAAAGCATATTTTGATTGCAACTGGCAGCAGGGCT

KXk kKK kK Kk * * % Kk kK KKK AK AKX KA KA A KA KKK Ak kKKK kK * Kk Kk Kk

CAGAAGCCCAATATTCCTGGACATGAGCTGGCTATTACATCTGATGAAGCTTTAAGTTTG
CAGCGTCCTAATATTCCTGGCCAGGAGTTGGGTATAACATCTGATGAGGCACTAAGTTTA

* Kk Kk KKk KKK KA KA KA KA KKK kk Ak k khkk Ak k *AhkkAkA Ak Ak kA Ak kk k% * Kk Kk kK Kk Kk

GAAGAGTTTCCTAAGCGTGCTGTAGTGCTTGGAGGAGGGTACATTGCTGTGGAGTTTGCA
GAGGAGTTTCCTAAACGTGCTGTGATCCTCGGAGGAGGTTATATTGCAGTTGAGTTTGCA

R Ik kI I Ik Sk I S b b b b S 3 Kk kK KKK KKK KAK Ak Ak KkKkKk kK KAk KkAk KAk kKK

TCAATATGGCGTGGAATGGGTGGTACGGTGGATCTATTCGTTAGGAAGGAACTTCCAGTA
TCTATATGGCGTGGGATGGGTTCCAGTGTCAATCTTGTTTTCAGAAAGGAACTTCCATTG

R R S * * % * %k x * R R I R S

AGGGGCTTTGATGACGAGATGAGGGCACTAGTGGCTAGAAATCTGGAAGGAAGGGGTGTT
AGAGGTTTTGATGACGAAATGAGAGCTGTAGTTGCCAGAAACCTTGAAGGTAGGGGAATT

Kk kk Ak A KA KAk A KA KAk Kk Ak kkk kK Kk hkk kk Ak kkk kk KAk kkk Kk kkk * %

AATNTGCATCCGCAAACAAGTTTGACTCAGCTGATAAAAACAGACGACGGGATAAAAGTA
AATTTGCATCCAAGGACAAATTTGGCACAGTTGATCAAAACAGAGGATGGCATTAAAGTT

Kk Kk KKk k Kk k Kk KAk k Ak kk ok kkk khkkk KAhkkkhkhkkk kk kk kk kkkkk

Séquence a

ATcTcGTcTCAcGGAGAAGAATTCATGG%GGATGTTGTAC—ATTTGCTACTGggAAGGAA/ amplifier

ATTACAGACCATGGTGAGGAGTTGATTGEGGATGTTGTGCTATTTGCCACTGGIIA-GGTC

3'

* o kk

<+—

* % * * Kk kk kk kKk kKX kK *t‘k******** * ok kkkkk Kk kk kK

TCCTAATACCAAGAGATTGAATTTAGAAGCTGTTGGTGTTGAACTTGATCAGGCTGGAG(
TCCTAATTCGAAGAGGTTAAATTTAGAAAAAGTTGGTGTAGAGTTTGATAAGGCAGGAG(

KAk hkk *k khkhkhkk *k KAk kkkkkkk *hk Kk Kk kk Kk Kk Kk *hkkkk Kk kk Kk kkxA

Amorce "sens"
5'CGGATGTTGTGCTATT
TGCCACTGG3'

3' riche en GC
Tm=4(G+C)+2(A+T)=76°C

TGTGAAGGTTGATGAGTACTCACGCACTAACATCCCTAGCATATGGGCTGTGGGAGATG
AATAGTGGTAGATGAGTATTCACGCACCAACATECCTAGCATATGGGCTGTGGGTGATGT

3'

* *Nhkk Ak Kk hkk Ak kkk kK *****k******************** *&

TACAAACCGAATTAACCTTACACCTGTTGCCTTAATGGAGGCCACCTGCTTTGCGAACA]
AACCAACCGATTGAATCTTACCCCGGTGGCCTTGATGGAAGCATCACTCTTTGCAAAAA

Kk kkkkhkk ok kk kkkkk kk kk khkkkk khkkkk kK * *hkkkkk kk Kk

TGTTTTTGGTGGGAAGCCTACTAAAGCAGACTACAGCAATGTAGCCTGTGCTGTATTTT)
AGTATTTGGTGGGCAAGCAAGCAAGCCAGACTATAATGATATTCCATATGCAGTGTTTT

Amorce "anti-sens"
5'TCACCCACAGCCCATA
TGCTAGGG3'

3'riche en GC
Tm=4(G+C)+2(A+T)=76°C

* Kk Ak kkkkkk Kk Kk *  x * * RAR R R N 4 **x  Xx * k kkk kk Kk Kk kK

CATACCACCACTAGCTGTGGTTGGTCTCAGCGAAGAAGAGGCAGTAGAAAAAGCGACTGG
CATTCCACCACTTTCAGTAGTTGGTCTAAGTGAGGAGCAGGCAGTAGAGCAGACAAAGGG

R I S i * kk Ak KkAkAKAKAK kK KKk kK Rk ki * *  x * x

TGATATTCTGGTTTTCACCTCAGGCTTTAATCCTATGAAGAACACCATTTCTGGACGGCA
TGATGTATTGATTTTCACATCAACCTTCAATCCTATGAAAAATACAATTTCTGGGCGGCA

* kK Kk Kk *k Kk kkkkk Kk Kk *khkk Ak kkhkhkhkhkk dk *kk khkkhkhkkhkkx *hkkkkx

GGAGAAGTCATTGATGAAGCTAATAGTTGATGAGCAGACTGATAAGGTTATTGGAGCATC
AGAAAAAACTGTTATGAAGCTTGTTGTTGATGCTCAGACCGATAAGGTTCTTGGAGCATC

*x Kk Kx * *  kkkkkk Kk k * kk Kk Kk kkk Khhhkk Ak Kk hkhkhkhkk Ak kkkkkkx

CATGTGCGGTCCAGATGCAGCTGAAATCATGCAGGGGATTGCAATTGCGCTCAAGTGTGA
TATGTGTGGGCCTGATGCACCTGAAATTGTTCAGGGTATTGCTATTGCAATTAAGTGTGG

*khkhkhkk *kk kk kkkkkk Kk kkkkk * kkkkk Kk kkk Kk kkk * Kk k Kk Kk kk

AGCAACAAAAGCACAATTTGACAGCACGGTTGGGATACATCCGTCTTCGGCAGAGGAATT
AGCTACGAAAGCGCAGTTTGATAGCACCGTGGGAATACACCCATCGTCTGCAGAGGAATT

*khkk kk kkkhkk kk kkkhkk khkhkhkk kk kk khkkkk kk kk kk *hkkkkkkkkkk

/tmp/WW W/clustalw.JOuOw2INhs/clustalw.res
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Annexe V : Contrdles de Synthése des ADNc

RT-PCR de Controle de Synthése des ADNc :
-1 a 5uL d’ADNc (représentant alors 0,2 a 1ng)
-47uL de mix par échantillon contenant
-5uL PCR Buffer 10x
-1uL de la solution ANTP (10mM each)
-3uL de la solution de MgCl,
-1uL d’amorce "sens"
-1pL d’amorce "anti-sens"
-0.5uL Taq DNA polymerase
-Eau stérile qsp 50uL
-Mettre au thermocycleur pendant 25 a 36 cycles comportant chacun 3 phases :
- 30 sec a 95°C: Dénaturation
- 30 sec a 56°C: Hybridation des amorces spécifiques(7m variant selon les
amorces)
- 30 sec a 72°C: Elongation
-Laisser 10 min a 72°C pour obtenir des produits de PCR

Annexe VI: Purification de 'ADN (GFX™ PCR DNA and Gel Band

Purification Kit) (amersham pharmacia biotech)

- Faire une ¢lectrophorese sur gel d’agarose 0,9% (amorce : 50ng/uL, ADNc : 3 a SuL a partir
d’une RT-PCR dilu¢ 20x et une ARN a 800ng /uL).

- Couper les bandes obtenues et les récupérer les bandes dans des tubes Eppendorf

- Peser le gel : Il ne faut pas dépasser 300mg de gel/tube

- Ajouter un volume de "Capture buffer"qui est égal a la masse de gel

- Faire fondre le gel dans un bain marie a 60°C pendant 15 min.

- Pendant I’incubation, placer le "GFX Column" sur le "Collection Tube"

- Apres que le gel soit completement fondu, centrifuger briévement

- Transférer 1I’échantillon dans la "GFX Column " et laisser Imin a température ambiante

- Centrifuger dans la microcentrifugeuse(10.000 a 16.000xg) pendant 30 sec

- Jeter le contenu de "Collection Tube " et ajouter 500uL de "Wash Buffer " a la colonne,
laisser 1 min a Température ambiante

- Centrifuger 30 sec




Annexes -180 -

- Placer la colonne sur des tubes de 1.5 mL. A partir de cette étape, pas de "Collection Tube"

- Ajouter 10uL de la solution d’élution (qui consiste soit a une solution de :Tris-HCl 1mM
pH 8.0, TE pH 8.0 soit du I’eau bidistillée et autoclavée) pour avoir I’ADN purifiée

- Laisser 1 min a la température ambiante

- Centrifuger 1 min

- Ajouter 10uL de la solution d’élution

Laisser 1 min a température ambiante et centrifuger pendant 1 min
Remarque :Le volume total a ajouter pour I’élution ne doit pas dépasser 50uL et il ne doit pas étre

inférieur a 10ulL.

Annexe VII : gPCR = PCR semi-quantitative en temps réel (MasterMix,

Plus for SYBER Green, Eurogentec)

Milieu réactionnel :
2.5uL d’ADNCc a déposer dans les puits de la microplaque.
Protocole du mix pour x + 2 échantillons :
- 12.5pL reaction buffer 2x ;
- 1pL d’amorce "sens" a Sng/uL ;
- IpL d’amorce "anti-sens" a Sng/uL ;

- Eau stérile gsp 25uL.

Amplification :

2 min a 50°C : Etape initiale : Dégradation des simples brin ARN par la Uracil-N
glycosylase.

10 min a 95°C : Activation de la polymérase et inactivation de la Uracil-N glycosylase

30s a 95°C : Dénaturation
42

30s a 56°C : Hybridation, température selon le Tm des amorces cycles

30s a 72°C : Elongation.
Retour a 4°C
Pour établir la courbe de fusion :

80 cycles de 46°C a 86°C avec une montée en température de 0.5°C par cycle.
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Annexe VIII: Courbes d’amplifications et de fusion des génes d’intéréts
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Annexe VIII.1 : courbes d’amplification (A) et de fusion (B) du géne Asp70.1
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Annexe VIIL2 : courbes d’amplification (A) et de fusion (B) du géne MT1
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Annexe VIIL.3 : Courbes d’amplification (A) et de fusion (B) du gene MT2
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Annexe VIII.4: Courbes d’amplification (A) et de fusion (B) du géne CuZnSODcy
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Annexe VIILS5 : Courbes d’amplification (A) et de fusion (B) du géne Cat
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Annexe VIIL.6 : Courbes d’amplification (A) et de fusion (B) du géne GR
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Abstract The potential genotoxicity of Cu®" was investi-
gated i Fida faba and Pisum sativum seedlings in
hydroponic culture conditions. Cu®" caused a dose-depen-
dent mcrease in micronuclel frequencies in both plant
models. Cytological analysis of root tips cells showed
clastogenic and aneugenic effects of this heavy metal on ¥
Jfaba root menstems. Cu”" induced chromosomal alterations
at the lowest concentration used (2.5 mM) when incubated
for 42 h, mdicating the potent mutagenic effect of this ion.
A spectrum of chromosomal abnormalities was observed in
F faba root meristems, illustrating the genotoxic events
leading to micromuclel formation.

Keywords Chromosomal aberrations - Genotoxicity -
Heavy metal - Micronuclei - Root tips
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Introduction

Heavy metal deposition has increased dramatically over the
last decades as a result of anthropogenic activities leading
to heavily polluted areas worldwide. One of the major
problems of this environmental pollufion is copper owver-
accumulation in soils. Its concentration can reach 300 mg kg !
in vineyard soils (Deluisa et al. 1996; Brun et al. 2001) or
even more i the vicinity of copper-nickel smelters in the
northern hemisphere, with $800 mg kg ' being measured in
the onganic laver of the stromgest polluted places (Helmisaan
et al. 1995). Copper is an essential micronutrient for
higher plant growth and metabolism (Maksymiec 1997).
However, its high bicavailability in soils make it a
potentially toxic substance causing inhibition of growth
and oxidative injuries (Hall 2002; Schitzendiibel and
Polle 2002; Yruela 2005).

The formation of micromuclei (MCN) in root tips has
been widely described and used as a hioassay for the
evalmation of in vivo mutagenic effects of environmental
pollutants on plants (Grant and Owens 1998; Knasmiiller et
al. 199%; Tirkoglu 2007). MCN can be composed of small
chromosome fragments resulting from chromosome breaks
cansed by clastogenic activity. The failure of entire
chromosomes to migrate during anaphase as a result of
the aneugenic effects of genotoxic agents can also lead to
MCHN formation (Krishna and Hayashi 2000; Cava and
Ergene-Goziikara 2003).

In this study, we analysed and compared the potentially
genotoxic effects of high Cu®' concentrations on two
closely related Fabaceae species, Ficia faba and FPisum
sativurm. Cytological analysis of F jfabs menstematic root
cells showed the potential clastogenic and anengenic effects
of Cu*" on ¥ faba chromosomes. The different types of
mitotic chromosomal abnormalities could he grouped into
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two classes, according to the structural and/or numerical
disturbances that might lead to MCN formation.

Materials and methods

The genotoxicity of an essential heavy metal for meriste-
matic root cells of two related Fabaceae species, ¥ faha and
P sativum, was analysed. Both species have a low
chromosome number (2n=12 and 2n= 14, respectively),
making them suitable for cytogenetic studies. Seeds of ¥
faba var. Aguadulee and P sativien var. Douce de Provence
were germinated on saturated paper at 25°C for 4 to 5 days,
and transferred to a hydroponic support m the following
nutrient solution (pH 7k 3.9 mM CaNOs), 6.5 mM
ENO;, 2 mM MgS80,, 0.9 mM KH,PO, plus micro-
nutrients: 90 uM Fe-ethylene diamine tetra-acetic acid,
2.7 uM MnS0,, 0.8 pM ZnS0,, 45 pM H;BO;, 4 pM
CusS0, and 2.0 puM Mo,0,,(NH,)e. Once roots had
reached a length of 2-3 om, additional concentrations of
CuS04 (1 to 50 mM) were added to the hydroponic
solution for 42 h at 25°C with a lightdark photoperiod of
16:8 h. All tests were repeated three times, using a negative
control (containing no additional Cu®"), and nutrient
solution containing 4 10 M maleic hydrazide (MH) as
a positive control. MH is a herbicide knmown to be a
mutagenic and clastogenic agent (Marcano et al. 2004).

Root fips (meristem zones) were cut and placed
overnight in the dark in the Carnoy fixation solution
containing ethanol and glacial acetic acd (3:1) at 4°C,
and then stored in 70% ethanol. Root tips were rinsed with
distilled water and hydrolysed with 1 N HCI for 10 min.
The root cap was removed before sgquashing root tissues,
and samples were stained with orcein. The slides were
examined under a Zeiss microscope. At least three slides
were stained per replica and at least 1000 cells were scored
from each slide. Therefore, the analysis was conducted on
an average of 9000 cells per treatment. MCN frequency
was calculated from the mumber of MCN scored divided
by the total cells scored, and expressed in terms of MCN/
1000 cells.

Results and discussion
Micromuclel induction

In order to assess the genotoxic effects of Cu®', different
concentrations were applied for a transient period of 42 hin
hydroponic cultures. The frequencies of cells with Cu®'-
induced MCN . mernstematic root tips of both plant
species are presented in Fig. |. Low MCN frequencies were
detected m root tips of control plants. However, as
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Fig. 1 Daose effect of Cu™ on MON induction in Pisum satium (A)
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CuS0, (% 1mb, 4 2.5mbM, 5 5 mM, 6: 10mM, 7 50 mM). Values

are the means of three replicas. Bars indicate SD. *P<0.05; **P<
0.01;%% P=(.001

expected, MH dramatically increased the frequency of
MCN in root merstems as compared to control plants,
showing that this herbicide can be used as a positive control
for genotoxicity studies.

Cu?* significantly enhanced the frequency of MCN
formation i the root tips of V. faba and P sathum (p2
0.05), MCN induction was significant (p=<0.05) when
2.5 mM Cu®" was used. In both plant species, the frequency
of MCN formation was proportional to the Cu®" concen-
tration added to the hydroponic solution. In ow experi-
ments, the highest frequency of cells with MCN was
detected in the presence of 50 mM Cu®. At this high Cn®'
concentration, the MCN frequency in root fips was
dramatically higher in ¥ jfaba than in P sativim (20 imes

Fig. 1 Cytological analysis of chromosomal aberrations in Ficia faba e
meristematic root cells, illustratmg the different origing of MCN
formation. The mitotic chromosomal abnommalities can be mrouped
into two classes: struchural and mumerical aberations, Both structural
and mumencal abemations may be observed in mitotic cells, a:
stickiness in metaphase, b and o chromosome bndges in anaphase,
d: chromosome breaks in telophase, e and § laggard chomosomes in
telophase, @ isolated chromosome in telophase, h: acentric chromo-
some and amaphase bridge, § and j: micomicle in telophase and
interphase, respectively, & micronuclel i prophase, Amows indicate
the chromosomal abermtions and Asterisks the micronucle
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higher), suggesting that F faba is more sensitive than P
sativurm. The potential tolerance of F. sativim to chemicals
has been demonstrated with MH treatmemt and other
chemicals (Jain and Sarbhoy 1987a, b). As previously
suggested (Ma et al. 1995), a greater total length of the
diploid complement and higher number of metacentric
chromosomes may result in greater sensitivity to DNA
damage-mducing agents like heavy metals. Ficig contains
long and thin chromosomes suitable for genotoxicity
analysis, while Fisum contains shorter chromosomes (Blixt
1972). Further inwvestigation is reguired to determine
whether metacentric chromosomes present a potential target
for heavy metal action.

Induction of chromosomal aberrations

We investigated chromosomal aberrations in ¥ faba root
cells, since this species displayed higher sensitivity to Cu”
in terms of MCN induction. In addition to MCN formation,
cytological analysis of root merstems revealed drastic
changes in the organization and morphology of chromo-
somes (Fig. 2). We could group the chromosomal abnor-
malities detected in merstematic cells into two classes:
structural and numerical aberrations. Our results corrobo-
rate the documented MCN formation in animal cells con-
taining chromosomal aberrations induced by exposure to
genotoxic agents (Krishna and Hayashi 2000; Tarmarcovai
et al. 2006). Chromosome stickiness should be the initial
event that occurs in prophase cells. This has been described
as chromosome agghatinations displaying a sticky appear-
ance (Rieger et al. 1976) and a winding of chromosomal
fibres created by chromatid bridges (Jiang et al. 2000). This
phenomenon is regarded as a physiological effect exerted
by chemical agents that may affect peripheral proteins such
as DNA topoisomerase [1 (Gaulden 1987). According to
Gimiirgen (2005), this chromosomal abnormality leads to
chromosome bridges, a result of the failure of free anaphase
separation, wnequal translocation or inversion of chromo-
some segments. Since stickiness holds the two chromo-
somes together, the separation process can lead to
chromosome rupture, i.e. chromosome break formation.
Therefore, chromosome stickiness, chromosome bridges
and chromosome breaks are closely related. These chro-
mosome aberrations, sticky metaphase, anaphase bridges
and fragments of chromosomes in telophase (Fig. 2a-d),
were detected during the mitotic phases when F jfaba
seedlings were incubated with Cu®'. Since Cu®" induced
chromosome fragmentation, this heavy metal should be
considered as a clastogenic agent.

Besides structural aberrations, Cu*t also induced mumer-
ical aherrations in F faba root merstems. Mumerical
aberrations resulting from acentric fragments or lagging
chromosomes lead to aneuploidy, ie. loss of genetic
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material and MCN formation. Aneugenic effects are
represented by laggard chromosomes (Fig. 2e) and acentric
chromosomes in telophase (Fig. 2f.g). Figure 2h illustrates
that anaphase bridges and acentric chromosomes, which
lead to structural and numerical aberrations, respectively,
can occur simultaneoushy in mitotic cells. Earlier reports
have demonstrated that heavy metals can cause spindle
perturbance. Several authors have described the alteration
of chromosome numbers by environmental aneuploidy-
inducing agents that induce microtubule and kinetochore
disorganization in mitotic cells (Borboa and De la Torre
1996; Voutsinas et al. 1997; Secane and Dulout 2001; Qian
2004). Dysfunction of the spindle mechanism is mainly due
to the reactivity of metal ions with thiol groups of tubulin, a
multi-cysteine protein in which the cysteine residues are
actively involved in regulating microtubule-assemhbly dy-
namics (Chaudhuri et al. 2001). Since Cu®" has a high
affinity for sulphydryl groups (Maksymiec [997), the
aneuploidy phenomenon observed in Figa root meristems
might be due to the high sensitivity of the microtubular
apparatus to this on.

The structural and numerical disturbances of chromo-
somes induced by the heavy metal during mitosis are
expected to lead to MCN formation. Chromosome breaks
or anaphase bridges, grouped into stroctural aberrations,
result in chromosomal fragments segregating independently
to danghter muclei. Chromosome laggards or non-separated
chromosomes, grouped into numerical aberrations, fail to
migrate towards either of the danghter nuclei during
telophase of the mitotic cells (Krishna and Hayashi 2000;
larmarcoval et al. 2006). MCN formation was also obvious
m ¥V faba root cells during telophase or interphase (Fig. 24j).
Cells containing abnormal chromosomes could enter a new
mitotic cycle (Fig. 2k).

To conchude, owr work illustrates the genotoxic events
leading to MCN formation through different pathways in
the studied model plant. This s obvious even when an
essential element like Cu®' is used at a high concentration
(=2.5 mM), causing chromosome breaks and chromosome
migration impairment. This heavy metal, therefore, acts as a
potent genotoxic agent.

In an envirommental perspective, the bioavailability of
Cu?' might become an increasing concern for a range of
living organisms incliding cultivated plants. The necessity
to ehicidate Cu®" toxicity results from its systematic use as
a fimgicide, algicide or bhacteriocide in agriculture. The
evaluation of Cu®" bicavailability is highly complex and
plant species specific, since it is related not only to the
physical-chemical properties of the soil but also to
processes governed by plants (Hinsinger et al. 2006). Plant
bioassay systems allowing the detection of cellular geno-
toxic events in merstems provide the best approach for
assessing metal bioavailability, especially for Cu®" which
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accumulates substantially in the roots of plants. Another
indicator of Cu”" bioavailability has also been developed,
in which Cu™* uptake is estimated by quantifying the Cu?t
content of the plant (Brun et al. 2001). Combining plant
bioassays and root analyses of Cu®* content would allow us
to define phytotoxicity thresholds in plants.
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Résumé

Des plantules de feve (Vicia faba), agées de 12 jours, sont traitées en conditions

hydroponiques par 50, 100 et 200upM de chlorure de cadmium pendant 12, 24 et 48 h. Les
signes d'intoxication se manifestent par des perturbations de la croissance foliaire et racinaire
accompagnées d’un brunissement des racines traitées. Nos résultats ont aussi montré, une
diminution de la teneur en chlorophylle totale, un désordre nutritionnel et des perturbations
de l'absorption de l'eau dans les plantules de feve traitées. Concernant la répartition de Cd
entre les feuilles et les racines de feve, nous avons montré un faible passage des ions
métalliques vers les feuilles et une localisation préférentielle de ces ions dans les racines.
La présence des ions cadmiques dans la solution nutritive a entrainé l'installation d'un état
de stress oxydant caractérisé par une production accentuée de O*- et de H>O, dans les
racines et les feuilles de plantules de feve traitées. Dans les racines, la production de
radicaux d’oxygene actif s'accompagne d'une augmentation de la production de MDA
(malondialdéhyde), une stimulation de l'activité lipoxygénasique (LOX) au début du
traitement et un accroissement du taux de mort cellulaire. Dans les feuilles traitées par le Cd,
nous n'avons pas montré des modifications de la production de MDA par rapport aux
témoins.

Face au stress cadmique, les plantules de feve mobilisent des systémes antioxydants
pour éliminer les espeéces réactives de 1'oxygene (ROS). Nous avons noté des perturbations
des activités des enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPX, et des enzymes du cycle
ascorbate-glutathion), des modifications des rapports ASA/DHA et GSH/GSSG et une
production accentuée des composés phénoliques. Dans les racines, organes qui accumulent
le Cd, nous avons noté une augmentation de la teneur en phytochélatines et une
modification de l'expression de certains genes liés au stress métallique (hsp70.1, MT2,
CuZnSODcy, Cat, GR). Dans les zones méristématiques de ces organes, nous avons montré
aussi une baisse de l'indice mitotique, une induction des micronoyaux et l'apparition
d’anomalies chromosomiques touchant la structure et le nombre des chromosomes.

Abstract

twelve day old bean seedlings (Vicia faba) were treated in hydroponic conditions with
50, 100 and 200pM cadmium chloride for 12, 24 and 48 h. Cd induced a growth inhibition in
both leaves and roots and a brownish colour in treated roots. Our results showed a decline in
total chlorophyll, a nutritional disorder and disturbance of water absorption. A higher Cd
accumulation is shown in roots with increasing concentrations of cadmium chloride.
The Cd induced several changes on the antioxydant cell state characterized by an
overproduction of O*- and H>O; in both bean seedling leaves and roots. In roots, the
production of harmful radicals is accompanied by increased production of MDA
(malondialdehyde), a stimulation of lipoxygenase (LOX) activity and an increase of the rate
of the cell death. In Cd-treated leaves, we have not shown changes in the MDA production
when compared with controls. Based on our results, we noted significant disturbance of the
activity of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPX, and ascorbate-glutathione cycle enzymes),
changes in ratio of ASA/DHA and GSH/GSSG and an enhanced production of phenolic
compounds. In roots, we noted an increase in the phytochelatin content and a change in the
expression of some stress-related genes like hsp70.1, MT2, CuZnSODcy, Cat, GR. In the root
tip cells, we have shown a decrease in the mitotic index, the induction of micronuclei and
chromosomal abnormalities.







