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Introduction

Introduction

Les activités humaines agricoles, urbaines et industrielles, sans cesse croissantes, sont a
I'origine d'une contamination de notre environnement par les métaux lourds. Alors que de
nombreuses molécules organiques peuvent étre dégradées, les métaux lourds ne le peuvent
pas et leur concentration augmente régulierement dans les sols et les eaux. Ceci expose les
plantes a des concentrations croissantes de métaux lourds. L’accumulation de métaux lourds
dans les plantes présente un risque toxique pour ’Homme, car les plantes cultivées sont le

point d’entrée dans la chaine alimentaire.

Ces derniéres années, une attention croissante des chercheurs s'est concentrée sur I'étude des
effets de divers facteurs de stress, y compris les métaux lourds, sur l'activité vitale des plantes
(Sanita di toppi et Gabbrielli, 1999 ; Seregin et Ivanov,2001). Le cadmium fait partie des
polluants environnementaux les plus répandus dans la nature, et il se caractérise par une
grande mobilité dans la solution du sol et une absorption rapide par les plantes. Cette
absorption s'accompagne d'une diminution du transport des métabolites dans les feuilles et les
tiges, d'une chlorose des feuilles et d'une inhibition de la croissance (Gadallah, 1995 ; Baryla
et al.,2001). Le cadmium induit un large spectre de mutations, y compris des aberrations
localisées et chromosomiques, ainsi que des modifications morphologiques des noyaux
(Zhang et Xia0,1998 ; Kuthanova et al.,2004). De plus, le cadmium contribue a I'apparition
d'un stress oxydatif dans les cellules végétales, affectant I'activité de plusieurs enzymes, telles
que la superoxyde dismutase, la catalase, I'oxydase et autres (Sandalio et al.,2001 ; Dixit et
al.,2001 ; Ferreira et al.,2002).

De I’autre coté, les plantes ont développé des systemes détoxifiants, qui affaiblissent I'effet
toxique du cadmium sur les cellules. De nombreuses études aient été consacrées aux effets du
cadmium sur les organismes végétaux, en particulier ceux qui concernent la formation de
composés phénoliques en tant que métabolites secondaires les plus répandus des plantes. Les
composés phénoliques sont connus pour étre capables d'interagir avec les meétaux
(Zaprometov et Minnesota,1993) comme antioxydants ; ils se lient aux espéces réactives de
I'oxygeéne et a d'autres radicaux libres, apparaissant sous I'effet de nombreux agents de stress
(Rice-Evans et al.,1997). Toutes ces données démontrent que ces composes dits
«secondaires» remplissent des fonctions importantes dans les cellules végétales. Ces fonctions
incluent notamment le maintien de l'activité vitale de la plante dans des conditions de stress

(Dixon et Paiva,1995) comme la présence de métaux lourds dans I'environnement.
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Introduction

Notre présent mémoire s’inscrit dans le cadre d’une synthése des données sur 1’effet du
cadmium sur le contenu en composes phénoliques chez quelques espéces végétales, en

s’appuyant sur des résultats publiés. Notre travail s’articule en trois grandes parties :

v"Une synthése bibliographique : divisée elle-méme en deux chapitres dans lesquels
toutes les informations nécessaires a savoir sur le cadmium et les composés

phenoligues, sont citées.

v" Méthodologie : nous avons choisi cing articles qui étudient en grande partie la
composition phénolique des plantes en présence du cadmium. Nous avons décrit la
méthodologie suivie par les auteurs dans chaque article séparément notamment la
culture des plantes, le traitement métallique par le cadmium, I’extraction et le dosage
des composés phénoliques, ainsi que les espéces sur lesquelles les expériences ont

été effectuées.

v" Résultats et discussion : Nous avons interprété et discuté les résultats obtenus dans
les différents articles choisi. Enfin nous avons terminé par une conclusion générale et

des perspectives.
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I. Synthése bibliographique

Chapitre | : Le cadmium

1. L’élément Cadmium (Cd)

Le cadmium, découvert en 1817 par le chimiste allemand Stohmeyer est un métal blanc
argenté avec des teintes de bleu appartenant a la famille des métaux de transition, qui présente
une grande résistance a I’oxydation et une bonne conductibilité électrique (Juste et al., 1995).

Le cadmium élémentaire a un numéro atomique de 48 et une masse atomique de 112,4 g/mol.

Le cadmium (groupe 1IB de la table périodique des éléments chimiques) est un polluant
ubiquitaire classé 7eme parmi les 20 principaux toxiques, en raison de son influence négative

sur les systemes enzymatiques cellulaires (Santa di Toppi et Gabbrielli ,1999).
2. Propriétés physico-chimiques et biologiques de cadmium
2.1. Propriétés physiques

Le Cd est métal blanc argenté ayant des propriétés physiques proches de celles de zinc. Il
fond a 320.9C et bout a 767°C. Lors de son ébullition, il dégage des vapeurs jaunes toxiques.
Sa masse spécifique (densité) est de 8650 kg /m3. Il est ductile (résistance a 1’étirement)
malléable (résistance a I’aplatissement) et résiste a la corrosion atmosphérique, ce qui en fait

un revétement de protection pour les métaux ferreux (ATSDR, Public Health services.2008).
2.2. Propriétés chimiques

Les propriétés chimiques du cadmium sont semblables a celles du zinc. L’ion cadmium est
déplacé pas le zinc métallique en solution : il donc plus noble que le zinc. IIs s’oxyde trés peu
a la température ambiante et brule dans I’air en donnant de 1’oxyde anhydre CdO, insoluble
dans un excés d’hydroxyde de sodium. Il réagit avec les acides et les bases .Le cadmium est
soluble dans 1’acide nitrique dilué et dans les acides chlorhydrique et sulfurique concentrés et
chauds. La masse molaire atomique du cadmium est de 112.4 g /mol (ATSDR, public Health
Services, 2008).

2.3. Propriétés biologiques

Le cadmium n’est pas essentiel au développement des organismes, animaux ou végétaux et

ne semble pas étre biologiqguement bénéfique au métabolisme cellulaire (Chiffoleau et al,.
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2002). En revanche, ses propriétés physiques et chimiques, proches de celles du zinc et du
calcium, lui permettent de traverser les barrieres biologiques et de s'accumuler dans les tissus
(McLaughlin et Singh, 1999).

3. Origines du cadmium

3.1. Origine naturelle

Naturellement, le cadmium n'est pas trés abondant dans la crodte terrestre. Dans les sols non
pollués, le contenu en cadmium est généeralement entre 0,1 et 2 ppm et la plupart du temps il
est inférieur a 1 ppm (Kabata-Pendias et al., 2001). Les processus naturels d'érosion et
d'altération de la roche meére, ainsi que le transport par les fleuves et dans l'air des particules
contribuent au cycle naturel du cadmium. Le volcanisme de surface et sous-marin participe

aussi a la libération du cadmium dans I'environnement.
3.2.0rigine anthropique

Les pratiques humaines (agricoles ou industrielles) conduisent aussi a I’enrichissement des

sols en cadmium:
3.2.1. Rejets d’origine industrielle

Les retombées atmosphériques provenant de 1’activité industrielle et du trafic urbain
contribuent a la pollution des sols et des eaux de surface et souterraines. Ces retombées
représentent une source principale de contamination par le cadmium dans les zones urbaines
(He et al., 2005a). Le rejet des déchets industriels contribue aussi a la pollution des sols et des
eaux par le cadmium. Il s'agit essentiellement du cadmium renfermé dans des déchets
industriels variés stockés sur des anciennes friches industrielles ainsi que le cadmium contenu
dans les produits en fin de vie comme les batteries et les piles a Cd/Ni ou de celui existant

dans des effluents liquides issus des usines.

3.2.2. Les pratiques agricoles

Les pesticides utilisés en agriculture, tel que les fongicides, les insecticides, les herbicides
peuvent contenir plusieurs métaux toxiques comme Cu, Cd, Zn et Pb et peuvent donc

contribuer a la contamination des terres agricoles (He et al., 2005a).

L’irrigation des eaux usées, domestiques et industrielles, contiennent souvent du cadmium a
des concentrations plus élevées que les eaux normales. L’utilisation répétée d’eaux usées en

agriculture peut donc contribuer a I’accumulation de ce métal dans les sols (He et al., 2005a).
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Les matic¢res fertilisantes utilisées pour 1’enrichissement des sols en engrais minéraux
contaminés par le cadmium, essentiellement les phosphates, constitue une autre source de
pollution des sols agricoles. En effet, les teneurs en Cd?* des engrais phosphatés sont dans la
plupart des cas supérieures aux normes. Certains engrais phosphatés contiennent plus de
50mg de Cd / Kg (Mortvedt et Beaton, 1995).

4. Biodisponibilité et phytodisponibilité du Cd

La biodisponibilité d'un élément serait son aptitude a étre transféré d'un compartiment
quelcongue du sol vers un organisme vivant (racine d'une plante, micro-organisme,...). La

phytodisponibilité est la biodisponibilité de I'élément pour un végétal supérieur.

La phytodisponibilité du Cd dans les sols est une notion extrémement complexe puisqu'elle
fait intervenir une multitude de parametres liés au sol et a la plante. Plusieurs paramétres
physico-chimiques comme la forme du cadmium dans le sol, le pH du sol, le potentiel redox
ainsi que la richesse du sol en colloides organiques ou minéraux peuvent jouer un réle
important dans la biodisponibilit¢ du Cd dans la solution du sol et donc dans sa
phytodisponibilité. Comme les végétaux puisent le Cd dans la solution du sol, les techniques
d'estimation de la mobilité potentielle du Cd (offre du sol) peuvent rendre compte de sa
phytodisponibilite. Cependant, toutes les formes présentes dans la solution du sol (Cd?
CdSO,, CdCO;, CdCI*, CdHCOs;*...) n'ont pas forcément la méme affinité pour les
transporteurs membranaires des végétaux. Le concept de phytodisponibilité devrait donc
concerner un couple «éléments en trace-végétal» et non pas seulement I'élément (Juste,
1988).

5. Prélevement et transport du Cd au niveau de la plante

On estime que, pour la majorité des métaux, le prélevement se fait quand ces éléments sont
sous forme de cations libres (Hart et al., 1998a ; Hart et al.,1998Db).

Puisque le Cd?* est un ion métallique non essentiel, on considere qu’il n’existe pas de
mécanisme spécifique d’absorption de cet ¢lément. Le cadmium étant un métal facilement
absorbé par les racines des plantes (Wagner, 1993). Il a été rapporté que le cadmium peut étre
absorbé par simple diffusion ou par les transporteurs membranaires et que les différentes
voies d’absorption du cadmium peuvent varier selon I’espéce végétale considérée. Chez le blé
dur par exemple, les deux voies peuvent coexister ou I’absorption du cadmium est effectuée

par simple diffusion et par des transporteurs (Hart et al.,1998b).

Page 7



Synthése bibliographique

Pour le cadmium, les transferts via la voie atmosphérique peuvent étre négligés surtout dans

les contextes agricoles éloignés de sources de contamination (Hovmand et al., 1983).

Le transport du cadmium des racines vers les feuilles se fait via la seve brute (xyleme). Suite
a l'absorption du cadmium par les racines, trois processus contrélent le transport du cadmium
des racines vers le xyleme: la séquestration des métaux a l'intérieur des cellules racinaires, le
transport symplasmique dans la stéle et la décharge du cadmium dans le xyléme (Clemens et
al., 2002a).

6. Accumulation du Cd dans la plante

Selon leurs aptitudes a tolérer, a absorber ou & accumuler le cadmium dans les tissus, les
plantes peuvent étre caractérisées d’indicatrices, d’exclusives ou d’accumulatrices voire
d’hyperaccumulatrices. Chez les plantes indicatrices, le prélévement et le transport du
cadmium dépendent linéairement de la concentration dans le sol et la concentration du
cadmium dans la plante reflete celle du sol. Chez les plantes exclusives, la concentration du
cadmium dans la plante est nettement inférieure a celle que 1’on peut observer dans le sol. A
I’inverse, chez les plantes accumulatrices ou hyperaccumulatrices la concentration du
cadmium dans la plante est nettement supérieure a celle que 1’on peut observer dans le sol

(Bourrelier et Berthelin, 1998).

Il a été clairement démontré que la capacité d’accumulation de cadmium était dépendante de
la famille végétale (Kuboi et al., 1986) et de I’espece (Coullery, 1997). Ainsi, des différences

d’accumulation ont été observées entre différentes variétés d’une méme espece végétale.

A I’échelle cellulaire, la localisation du cadmium est encore mal connue. Deux compartiments
cellulaires semblent jouer un réle important dans le stockage et la localisation du cadmium:
les parois cellulaires et les vacuoles. Selon les plantes et les techniques utilisees, les auteurs
ont mis en évidence que le cadmium est: soit associé a des granules dans les vacuoles, le
cytoplasme, les plastes ou le noyau (Vazquez et al., 1992), soit lié aux parois cellulaires
(Lozano-Rodriguez et al., 1997; Ramos et al., 2002), soit présent dans différents types de
structures simultanément (Dahmani-Midiller, 2000).

A I’échelle de la plante entiére, il y a généralement moins de Cd dans les feuilles que dans les

racines, et encore moins dans les fruits et dans les graines (Wagner, 1993).
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7. latoxicité du cadmium

L’accumulation du cadmium dans les strates superficielles des sols, il peut étre absorbé par
les plantes, ce qui représente un probléeme majeur pour la santé humaine. Une exposition au
cadmium entraine un grand nombre d'effets nocifs, les lésions rénales et le cancer figurant

parmi les plus graves (Godt et al., 2006).

Chez les plantes, le cadmium n’a aucune fonction biologique connue (Pokorny et al.,2004),
et il est toxique a de faibles concentrations (De la Rosa et al., 2004). Les symptdmes que
présente une plante cultivée en présence de cadmium sont I’inhibition de la croissance, la
diminution de sa biomasse, la chlorose, la nécrose, la perturbation des flux d’eau, la
déficience en phosphore et en azote, 1’accélération de la sénescence, ’apparition du retard
dans le développement des jeunes pousses et des perturbations de la photosynthése (Cosio,
2005; Clemens, 2006).

8. Induction d’un stress oxydatif par le cadmium et la réponse des plantes

Plusieurs indications montrent que le cadmium peut induire un stress oxydatif. En effet, en
présence du cadmium, les plantes produisent des radicaux libres qui sont des formes tres
réactives de l’oxygéne (ROS : Reactive Oxygen Species), capables d’endommager les
structures cellulaires (Razinger et al., 2008; Széllosi et al., 2009 ; Ahmad et al., 2010 ;
Martinez Dominguez et al., 2010). Les plus connues de ces formes réactives sont : 1’ion
superoxyde (O;"), le peroxyde d’hydrogene (H.0,), le radical hydroxyl (OH) et 1’oxygéne
singulet (O,) (Dat et al., 2000 ; Asada, 1999). Toutes ces formes sont extrémement toxiques.
Le peroxyde d’hydrogene est un inhibiteur de certaines enzymes du cycle d’assimilation
photosynthétique du carbone (cycle de Calvin-Benson). Les radicaux libres OH sont des
oxydants redoutables, capables d’arracher des électrons aux macromolécules organiques
cellulaires, provoquant ainsi la peroxydation des lipides membranaires, la destruction des
protéines et la dénaturation de I’ADN des chromosomes. Une inhibition de la photosynthese
peut également se produire du fait de la destruction de la machinerie photosynthétique
(protéines du photosystéme II) par les formes actives de 1’oxygéne singulet (O2) (Halliwell et
Gutteridge, 1999 ; Dat et al., 2000).

Les plantes soumises a un stress oxydatif font appel a des systemes de défense enzymatiques
tres efficaces, tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), 1’ascorbate

peroxydase (APX), la glutathion réductase (GR), les peroxydases (POD) etc. permettant de
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maintenir les formes actives de 1’oxygéne a des faibles concentrations. Ils sont affectés en
présence de cadmium, ce dernier inhibe ou stimule les activités des enzymes de défense. Ces
modifications sont différentes selon l'espéce étudiee, l'organe, I'age de la plante et la
concentration du cadmium utilisée (Metwally et al., 2003, Milone et al., 2003; Hsu et
Kao,2004; Cho et Seo, 2005 ; Singh et al., 2010 ; Martinez Dominguez et al., 2010. ). En
outre, les plantes posseédent un systeme de défense non enzymatique présenté par les
antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent se comporter
comme des piégeurs de radicaux libres par les interventions directs sur les molécules
prooxydantes ou indirectement en chélatant les métaux de transition. Ce type de défense
posseéde un avantage considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques, assuré
essentiellement chez le régne animal par 1’apport alimentaire. Les principaux antioxydants
non enzymatiques de poids moléculaire élevé sont les composés phénoliques ou appelés aussi
les polyphénols (Tsa0,2010). Ces derniers, sur lesquels notre présent travail s’effectue, sont

bien étudiés dans le chapitre suivant.
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Chapitre 11 : Les composés phénoliques

1. Définition

Les polyphénols ou bien les composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation géenérique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir, cependant 1’élément structural de base est un noyau
benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (éther, ester, hétéroside...etc.) (Moghtader,2009;
Lograda et al.,2014; Belmekki et al., 2013).

Figure0l: Structure d’unité de base des polyphénols (Ghnémé, 2005)

2. Classification

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (tableau 01) qui
se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des
formes tres polymérisées), ensuit par le degré de modifications de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), en fin par les liaisons possibles de ces
molécules de bases avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites

secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques...)(Macheix et al.,2005).
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Tableau 01: Les principales classes des composés phénoliques (Macheix et al.,2005)

f,?:lf(:f:ge Classe Exemple Origine (exemple)
Cc6 Phénols simple Catéchol
C6-C3 Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoiques Epices, fraise
C6-C3 Acides hydroxycinnamique  Acide caféique, acide Pomme de terre,
férulique pomme
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
C6-C2-C6 Silénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
e Flavonols Kamphérol, quercétine Fruits, légumes,
fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine  Fleurs, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
e Isoflavonols Daidzéine Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau de fruits
(C15)n Tanins Raisin rouge, kaki

2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques

et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides hydroxybenzoiques et

les acides hydroxycinnamiques (Hoffmann, 2003).

2.1.1. Acides hydroxybenzoiques C6-C1

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de I’acide benzoiques et ont une formule de

base de type C6-C1 (Fig.2). lls sont particulierement représentés chez les gymnospermes

et les angiospermes d’ou ils sont souvent libérés apres hydrolyse alcaline du matériel

végétal. Les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous formes d’esters ou de

glycosides (Chanforan,2010).

Ry

Rz

R,=R;=R,;=H. R;=0H
R,;=R;=H, R;=R,=0H

R,=Rs=H, R;=0CH;, R;=0H

R,=H. R=F;= Ry=0H
R,=0H, R=R,= R,;=H

COzH

Ra

Ra

Acide p-hydroxybenzoique

Acide protocaatéchique
Acide vanilligue

Acide gallique

Acide salicylique

Figure02: Quelques exemples des acides hydroxybenzoiques (Chanforan,2010)
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2.2.2. Acides hydroxycinnamiques C6-C3

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure de
base C6-C3 dérive de celle de 1’acide cinnamique (Fig.3) (Macheix et al., 2005).

CO.H

Ry
Rz
R,=R,=H Acide cinnamique (non phénolique)
R,;=H, R,=OH Acide p-coumariquc
R;=R,=0OH Acide cafeique
R;=OCH.. R-=OH Acide férulique

Figure03: Quelques exemples des acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005)

2.1.Coumarines C6-C3

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-
pyrone (Fig.4). Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes
suivant leur concentration mais aussi suivant I’espéce. Dans la cellule, les coumarines sont
principalement présentes sous forme glycosylés (Lacy et O’Kennedy ,2004). Elles
présentent un intérét physiologique, inhibant la croissance des graines en germination
(Sandrine ,2004).

Ry “\\
HO 0 0
Ri=H Umbelliférol

R,=0H Aescultol
R=0CH, Scopoletol

Figure 04 : Exemples des structures chimiques des coumarines (O’Kennedy et Thornes, 1997)
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2.2. Stilbénes (C6-C2-C6)

Les Stilbénes possédant deux noyaux benzéniques reliés par une double liaison, formant un
systeme conjugué (Belkheiri, 2010) (fig.5), Leur solubilité est négligeable dans 1’eau et
accrue dans la plupart des solvants organiques (Jean-Denis, 2005). Dans le régne végétal, le

resveratrol est présent en quantité importante dans le raisin (Chiran et al.,2008).

R|=R_':= R1:=OH, R1=R‘|= R-_1= Resveératrol
R,=R;=0CH; , R2=R’=R’=H, R’;=0H ptérostilbéne
R,=glucose, R=R’=R’;=H, R:=R’,=0H piceide

Figure05 : Quelques exemples des structures chimiques des stilbénes (Belkheiri, 2010)

2.3. Flavonoides (C6-C3-C6)

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. lls constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira k, 2005). Tous
les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze
atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six atomes

de carbones (Fig.6) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une

2’ 3
6' 2y

Figure06 : Structure de base des flavonoides (Tapas et al., 2008)

partie d'un troisieme cycle C (Tapas et al., 2008).

|
O
\|2
C
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Les principales classes des flavonoides sont :
2.3.1.Flavonols

Elles sont les flavonoides les plus répandus dans le regne végétal, leur couleur varie du
blanc au jaune, elles sont essentiellement representés par la quercétine, le kaempférol et la
myricétine (Fraga ,2009).

R,=H Kaempférol
R,= OH Quercétine
R,=0OCH; Isorhamnétine

Figure07: Exemples de structure chimique de flavonols (Fraga ,2009)

2.3.2. Flavones

Les flavones sont structurellement tres similaire aux flavonols et ne difféerent que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (Fig.8). Elles sont principalement

représentées dans I'alimentation par I'apigénine et la lutéoline (Fraga,2009).

R,=R.=H Apigénine
R,=0H, R-=H Lutéoline
R,=R;= OCH- Tricine

Figure08: Exemples des structures chimiques des flavones (Fraga,2009)
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2.3.3. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles présents dans la plupart des espéces
(Kong et al., 2003). Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus
communément appelé cation flavylium (Fig.9). lls sont accumulés dans les vacuoles
cellulaires et ils sont responsables des couleurs rouges, violettes et bleues dans les fruits, les
légumes, les fleurs et les graines, mais aussi jouent un role important dans la physiologie

végétale comme attracteurs des insectes et dans la dispersion des graines (Shipp et al.,2010).

on

R,~H Pélargomidine
R~ OH Cyamdine

Figure 09: Deux exemples de structure chimique des anthocyanes (Shipp et al.,2010)

2.3.4. Flavan-3-ols ou flavanols

Les flavan-3-ols sont trés abondant dans les fruits comme les abricots, les cerises, les
raisins,... etc. Les flavanols sont largement répandus dans les fruits et Iégumes, mais la source

la plus riche de flavanols au sein de 1’alimentation humaine est certainement le thé (Del Rio

et al., 2010).
OH O
OH OH

HO L4} o

e

“rom

OH . OH o )
(+)-catéchine {-)-épicatéchine

Figurel0 : Deux exemples des structures chimiques du flavan-3-ols (Del Rio et al., 2010)
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2.3.5. Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymétrie en position 2 (fig.11). Elles existent sous forme libre ou sous forme
glycosylée (Portet, 2007). La principale source des flavanones reste les agrumes qui sont
caractérisés par I'accumulation des montants élevés en ces composés (Tomas Barberan et
al., 2000).

R,

OH
HO l o O

OH (o]
R,=H Naringénine
R,= OH Eriodictyol

R,=OCH; Héspéritine

Figure 11: Exemples des structures chimiques des flavanones (Portet, 2007)

2.3.6. Isoflavones

Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une sous-
classe importante et tres distinctive des flavonoides (Bouheroum, 2007). Contrairement a la
plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B
fixé a C3 plutdt que la position C2 (Fig.12). lls ont une distribution trés limitée dans le régne

végétal (Fraga, 2009).

E,=0H, R,=0H Genisteine
R,= OGiu, R.=H Daidzeine

Figurel2 : Exemples des structures chimiques des isoflavones (Fraga, 2009)
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2.4. Lignanes (C6-C3),

Ce sont des composés phénoliques bioactifs, non-nutritifs, non caloriques. On les trouve en
plus forte concentration dans le lin et les graines de sésame et en faibles concentrations dans
les fruits et les légumes (Peterson et al., 2010). Ce sont des substances phénoliques
apparentées aux lignines, ils n’ont guére de valeur alimentaire humaine. lls sont présents dans
la plante sous forme de glucosides (Descheemaeker, 2003).

Figurel3 : Exemple de structure chimique des lignanes (Descheemaeker, 2003)

2.5. Lignines (C6-C3)n

La lignine est un polymere fortement ramifié, insoluble dans I’eau et dans la plupart des
solvants organiques, formés par trois alcools phénoliques simples (fig.14). La lignine est
localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois secondaires des
éléments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité des tiges lignifiées
(Hopkins W.G, 2003).

| Aleool p-coumaryligue | I Alesol coniféryligue ] I Aleool sinapylugue |
CHLOH CH,OH CHZOH
: i mHj H]CG : GCHg
oH OH OH

Figurel4: Principaux constituants de la lignine (Hopkins W.G, 2003)
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2.6.Tannins(C15)n

Sont des formes phénoliques ayant une masse moléculaire élevée allant de 500 & 3000 Dalton
(Guignard, 2000) réepartis en tannins hydrolysables et tannins condensés.

2.6.1. Tannins hydrolysables

Les gallotannins (acide gallique et glucose) et ellagitannins (acide hexahydroxydiphénique)

présents uniquement chez les dicotylédones (Jarrige et Ruckebusch,1995).

Figurel5 : Exemple des tannins hydrolysables (Jarrige et Ruckebusch,1995)

2.6.2. Tannins condensés
Les tanins condensés(Fig.16) sont des polyphénols de masse molaire élevée. Ils sont trés
abondants dans certains organes végétaux par exemple de nombreux fruits (pomme, prune ...)

ou des boissons fermentées ou non (thé, vin...) (Macheix et al., 2005).

Figure 16: Exemple des tanins condensés (Macheix et al., 2005)
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3. Les composés phénoliques dans la plante, Distribution, accumulation et

variation

Une des caractéristiques des composés phénoliques, qu’ils montrent une répartition tres
inégale chez les différentes especes végeétales, et pour une méme espéce, selon la variéte et le
stade d’évolution physiologique (Fleuriet et al., 2003). Les variations sont également

considérables selon la nature des tissus et des cellules composant le végétal.

3.1. Répartition et accumulation des composés phénoliques

3.1.1. A Péchelle cellulaire

Une compartimentation nette des composés phénoliques avec deux localisations principales
bien distinctes au niveau de la cellule végétale, est déterminée selon leur hydrosolubilité
(Macheix et al., 2005).

= La vacuole : ou sont présents tous les composés ayant un caractere hydrophile plus ou
moins marqué. Ils correspondent a la plus part des formes simples et a certaines formes

polymeérisées comme les tannins.

» La paroi : ou sont retrouvées la lignine et les différentes formes liées aux structures
lipidiques. Dans les tissus ou la plupart des cellules sont mortes (le bois par exemple),
les composés phénoliques et en particulier les flavonoides, se retrouve alors adsorbés
sur les structures pariétales. Par ailleurs certains flavonoides simples a caractere
apolaire peuvent également étre présents dans les exsudats a la surface de bourgeons

ou de feuilles.

3.1.2. A P’échelle tissulaire

La répartition des composés phenoliques montre également des accumulations tres
localisées, généralement en relation avec une fonction physiologiques ou avec I’interaction de
la plante avec son environnement. Ainsi, les composés phénoliques des feuilles présentent
généralement une repartition tres caracteristique, avec de fortes teneurs des anthocyanes et des
flavonols dans les épidermes. A titre d’exemple, 80% de la quercétine sont dans 1’épiderme
supérieur chez la moutarde blanche alors que I’épiderme inférieur contient 82% des
anthocyanes (Weirmann, 1981). Les racines présentent egalement des répartitions trés
inégales de leurs constituants phénoliques (Barz, 1977). Les fruits charnus offrent aussi des

exemples trés remarquables et fort intéressants pour la biologie de 1’organe ou pour son
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utilisation par I’homme (Macheix et al., 1990). A I’échelle de la plante entiere, il faut
signaler que certains composés phénoliques ne sont accumulés que dans des organes bien
définis. Par exemple, chez certaines espéces, les anthocyanes sont abondantes dans le fruit
mir (pomme, raisin rouge, fraise, cerise...) alors qu’elles n’apparaissent
qu’exceptionnellement dans les autres organes de la plante (quelques fois dans les feuilles a

I’approche de I’automne).

3.2. Variation au cours de la vie de plante
Les variations qualitatives et quantitatives des composés phénoliques peuvent étre

particulierement marquées au cours de la vie de la plante (Macheix et al., 2005).

- Les teneurs en composés phénoliques sont quelques fois élevées dans les organes
jeunes et diminuent ensuite au cours de la croissance. C’est le cas par exemple de
I’acide caféoyltartrique du raisin ou de I’acide chlorogénique des pommes, dont la
teneur passe par un maximum dans le jeune fruit puis décroit ensuite jusqua la

maturation.

- A l’opposé, certains organes montrent de fortes concentrations en phénols au stade
adulte ou lors de la sénescence: tannins dans les feuilles adultes de chéne, anthocyanes

qui s’accumulent dans les fruits rouges murs (cerises, fraises, raisins, pommes...).

4. La biosynthése des composés phénoliques

4.1. Les voies de biosynthese

Les composés phénoliques sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques
(Annexe.01, figure01) (Visioli et al., 2000) :

= Celle de ’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et desamination aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les

phénols simples.

= Celle issue de I’acétate/malonate, qui conduit a des polys B-coesters (poly-acétates) de

longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycligues.

Deux acides amineés, phénylalanine et tyrosine, sont & 1’origine de la formation de la plupart

des molécules phénoliques. En effet, les formes métaboliquement actives des acides
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hydroxycinnamiques formes par une désamination, permettent d’accéder aux principales
classes de composés phénoliques : vers les acides benzoiques par [ oxydation, vers les esters
hydroxycinnamiques par estérification, vers les coumarines par cyclisation interne, vers les

lignines par deux réductions successives et vers les flavonoides (Macheix et al, 2005).

4.2. Biosynthese des composés phénoliques sous stress environnemental

4.2.1. Stress biotique

Il est indiqué que I’infection par un micro-organisme pathogéne (champignon, bactérie,
ect.) ou I’apport de I’éliciteur qu’il produit, stimule la production de composés phénoliques
par la plante, en déclenchant la synthése des enzymes du métabolisme phénolique et en
particulier de la PAL (Phénylalanine Ammonia Lyase) (Gundlach et al.,1992).

Une étude de (Franceschi et al.,1998) a démontré I’importance des cellules du parenchyme
axial, aussi appelé parenchyme phénolique, dans la synthese, le stockage et la modification
des composés phénoliques en réponse a une blessure provoquée par certains insectes et

champignons pathogénes chez 1’épinette de Norvege.

4.2.2. Stress abiotique

= Stress thermique : Plusieurs études ont montré que l’accumulation de composés
phénoliques sous I’influence d’un stress thermique est accompagnée d'une augmentation
de I’activité PAL, premiére enzyme de la voie de biosynthése des composés phénoliques
et d’une diminution des activités des peroxydases et des polyphénols lyases (Rivero et
al., 2001). une diminution de température se traduit par augmentation de la teneur en

composés phénoliques totaux chez C. annuum (Esra et al., 2010).

= Stress hydrique : la teneur en composés phénoliques (acide betulinique, quercétine, et
rutine) augmente chez les plantes en cas de stress hydrique (d’Abreu & Mazzafera,
2005). Chez Glechoma longituba, la teneur en flavonoides totaux est maximale a la
capacité au champ et réduite en cas de stress hydrique (L. Zhang et al., 2012), de méme
chez Ocimum basilicum et Ocimum americanum (Khalid, 2006).

= Stress rayonnement: L’augmentation de la concentration foliaire en certains composés
phénoliques (flavonols, anthocyanes, acides phénoliques) quand I'exposition aux UV-B

augmente est lI'une des réponses les plus conservees chez les plantes (Caldwell et al.,
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2007). Les principaux effets des rayonnements UV-B sont sur la voie de conversion de la

dihydroflavonol aux flavonoides (Lavola et al., 2003).

= Stress salin : Une augmentation de la teneur en polyphénols dans différents tissus sous
une salinité croissante a également été signalée dans un certain nombre de plantes
(Parida et Das,2005). La teneur en flavonoides chez Plantago ovata augmente en
présence d’un stress salin (Haghighi et al., 2012). (Navarro et al.,2006) ont montré une
augmentation de la teneur totale en composés phénoliques avec un niveau modérément

salin dans les poivrons rouges.

= Stress métallique : L'induction de la biosynthese des composés phénoliques a été
observée chez le blé en réponse a la toxicité du Ni (Diaz et al., 2001). Cependant, il a été
rapporté que le Ni inhibait ’accumulation des anthocyanes (Hawrylak et al., 2007;
Ramakrishna and Ravishankar, 2011),Les métaux traces limitent évidemment la
biosynthése des anthocyanes en inhibant l'activité de la PAL (Krupa et al.,1996).
L’augmentation de la teneur en composés phénoliques a également été signalée chez
Phaseolus vulgaris en présence de concentrations croissantes de Cd (Diaz et al., 2001)
ou de Pb (Hamid et al., 2010). (Melato et al.,2012) ont observé une corrélation
linaire entre la concentration des métaux et la teneur totale en phénols solubles, acides
phénols libres et composés phénoliques liés a la paroi cellulaire de Chrysopogon
zizanioides, confirmant 1’induction de la production des composés phénoliques chez cette

plante en présence de concentration élevée en métaux.

5. Roéles, intéréts et propriétés des composés phénoliques

Le rble des composés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de la vie

de la plante et dans I’utilisation que fait ’homme des végétaux.

Ils peuvent en effet intervenir dans: La fertilité, la pigmentation, la signalisation et la
protection contre des agents biotiques et abiotiques et encore la formation de polymeéres
structuraux comme la lignine (Guignard et al., 1985; Maury et Legrand, 2000; Macheix et
al., 2005).

Des travaux plus anciens (Nitsch et Nitsch, 1961) ont montré que les phénols seraient
associés a de nombreux processus physiologiques: croissance cellulaire, différenciation,

organogenése, dormance des bourgeons, floraison et tubérisation.
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Dans les critéres de qualité (couleur, astringence, amertume et qualité nutritionnelles...) qui
orientent les choix de I’homme dans sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes,
tubercules) et des produits qui en dérivent par transformation; (Macheix et al., 2005; Dicko
et al., 2006).

D’autre part, et d’aprés Bensegueni (1989) les techniques modernes d’isolement de
molécules et d’exploration médicales montrent que beaucoup de propriétés thérapeutiques
reposent sur les produits du métabolisme secondaires, et qu’il existe une relation directe entre
les propriétés physicochimiques de ces composés et leur activité biologique et/ou

pharmacologique.

De nos jours, les propriétés antioxydantes ou anti-inflammatoires des polyphénols
participent a la prévention de diverses pathologies impliquant le stress oxydant et le
vieillissement cellulaire, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives, 1’ostéoporose,
(Wang et Mazza, 2002; Macheix et al., 2005, Sarni Machando et Cheynier, 2006;
Visioliet al., 1999).1Is interagissent contre les radicaux libres soit directement en tant que
piégeurs ou indirectement par I’inhibition de certains enzymes prooxydantes,(Pussae et
al.,2008). 11 a été observé que ’activité antioxydante dépend essentiellement du nombre de
radicaux hydroxyles et de leurs positions a Dlintérieur de la structure des composés

phénoliques (Derbel et Ghedira,2005).
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Il. Méthodologie

Plusieurs études ont été réalisées dans le but d’évaluer I’effet du cadmium sur la synthese des
polyphénols par les végétaux. Notre travail consiste a faire une synthese de quelques travaux
réalisés pour évaluer la synthése et I’accumulation des polyphénols sous stress cadmié chez
cing espéces vegétales a savoir : L’orge (Hordeum vulgare L.), Erica andevalensis, 1’haricot
(Phaseolus vulgaris L.), Azolla imbricata et le théier (Camellia sinensis L.).

I1.1. Effet du cadmium sur la teneur en polyphénols des jeunes plantes d'orge

(Hordeum vulgare L.)

11.1.1. L’objectif d’étude

Le but de ce travail était de déterminer les effets du stress abiotique cause par le cadmium

sur les niveaux de polyphénols dans les plantes d'orge.
11.1.2. Description de I’espéce

1.2.1. Classification
D'apres Feillet 2000, L'orge est une monocotylédone, appartenant a la famille des
Poaceae dont la classification est la suivante :

o Reégne : Plantae
o Division : Magnoliophyta '|!| ”
o Classe : Liliopsida l“_ |
o S/Classe : Commelinidae Iy

o Ordre : Poale .
o Famille : Poaceae
o S/Famille : Hordeoideae

2 VA e o G e
WSS S
s

o Tribu : Hordeae (Hordées)
o S/Tribu : Hordeinae *
o Genre : Hordeum ‘
o Espece : Hordeum vulgare L.

Figurel7: L’Orge “Hordeum vulgare L.”
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1.2.2.0rigine et distribution géographique

L’origine géographique de 1’orge (Hordeum vulgare) remonte a plusieurs millénaires avant
JC dans la région nommeée le croissant fertile (Feldman, 1976). De nos jours, cette espece

représente la plus vaste distribution, étant présente dans toutes les régions tempérées du globe.

1.2.3.Caracteres morphologiques
L’orge est une plante herbacée annuelle, qui, a maturité peut atteindre une hauteur de 60-
120cm, selon les cultivars. La plante d'orge cultivée est constituée de racines, de tiges
(chaume) cylindriques avec 5 a 7 nceuds, et de feuilles alternées. L’épi au sommet de la tige
est constitué de fleurs disposées en épillets simples (portant chacun deux glumes et la fleur).
Trois épillets sont attachés a chaque nceud sur un rachis en zigzag plat. Comme dans les

autres ceréales, le grain est un caryopse (Gallais et Bannerot, 1992).

1.2.4. Importance et usages de I’orge
Au début du XIXe siecle, l'orge venait en téte des cultures par son importance, elle était
destinée a l'autoconsommation humaine et servait de complément fourrager aux troupeaux
entretenus pendant la plus grande partie de l'année dans les régions steppiques
(Hakimi,1993).

Dans le monde, ’alimentation animale est le principal débouché de I’orge, dans 1’union
européenne par exemple, elle représente environ les deux tiers de la production (soit entre 30
et 35 millions de tonne) (Ney et al., 2002). En Chine et au Japon, 1’orge conditionnée fait
partie du régime de la population, en extréme Orient, environ 80% de 1’orge consommable

est utilisée en alimentation humaine, (Srivastava, 1977).

Les usages industriels, principalement pour la fabrication de malt destiné a la brasserie, en
absorbent entre 15 et 20% (soit autour de 7 millions de tonne), le reste est exporté, (Gallais et
al., 2002). En Allemagne et au Royaume-Uni, de méme qu’au Benelux et au Portugal, la

fabrication de la biére représente le quart de 1’utilisation intérieure.
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11.1. 3. Description de la méthodologie

1.3.1. Conditions de culture

L'expérience a été realisee dans des conditions contr6lées dans une salle climatisée du
Département de botanique et de physiologie végeétales de I'Université tchéque d'agriculture de
Prague. La variété d'orge de printemps a été choisie comme matériel expérimental (Dudjak
et al.,2004).
1.3.1.1. Germination des graines
Les caryopses ont été mis a germer dans de I'eau distillée a température du laboratoire
(25°C) pendant 4 jours (Dudjak et al.,2004).

1.3.1.2. Mise en culture des graines germeées
Les semis ont été replantés dans des boites spéciales avec un milieu nutritif. Le nombre de
plantes cultivées variait d'environ 100 a 125 selon les dimensions des caisses utilisees. Les
plantes ont été cultivées dans des boites en plastique conditionnées pendant 28 jours
supplémentaires apres leur replantation et le milieu nutritif a été échangé une fois par
semaine. Les jeunes plantes ont été cultivées a un taux de fluence stable de la lumiére (300
umol photon/m?/s) avec une période de jour de 16 heures, & une température de 22°C et une
humidité de l'air de 60 & 80%. Les éléments nutritifs de base ont été fournis sous forme de
solution nutritive de Knop diluée dans une demi-concentration, ce qui est utile pour I'orge de
printemps, et les microéléments ont été fournis sous forme de solution de Shive diluée dans

une demi-concentration (Dudjak et al.,2004).

1.3.1.3.Traitement métallique par le Cd
Deux variantes de I'expérience de culture ont été réalisées. La variante témoin sans ajout de
cadmium et la variante expérimentale avec ajout de Cd sous forme de CdCl,, 2 heures dans
le milieu nutritif a une concentration 1.10~*mol/l. Chaque variante a été cultivée dans 8
boites. Les milieux nutritifs des deux variantes ne différaient que par les occurrences de Cd
(Dudjak et al.,2004).

1.3.2. Préparation du matériel végétal
Aprés la culture, les plantes ont été séparées en racines, limbes et pousses et le matériel
vegétal a ensuite été lyophilisé a I'aide d'un lyophilisateur Lyovac GT 2 (Leybold-Heraeus,
Allemagne) (Dudjak et al.,2004).
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1.3.3. Extraction des polyphénols totaux
Des échantillons de plantes lyophilisées et homogénéisées (environ 0,3 g) ont été extraits
dans un appareil Soxhlet avec un mélange éthanol-eau (80:20 v/v) pendant 20 heures et
I'extrait a été transféré quantitativement dans une fiole jaugée et ajusté a 100 ml (Dudjak et
al.,2004).

1.3.4. Dosage des polyphénols totaux

Une méthode modifiée de Lachman et al. (1998) avec le réactif phénol de Folin-Ciocateu, a
été utilisé. Aprés une dilution de 5 ml d'échantillon aliquote dans une fiole jaugée de 50 ml
avec une solution eau-ethanol a 80 % a environ 30 ml, 2,5 ml de réactif phénol de Folin-
Ciocatleu (Fluka Chemie, AG) a été ajouté, agité et mélangé. Puis, a été ajouté 7,5 ml d'une
solution de carbonate de sodium a 20 %, le volume a été ajusté avec de I'eau distillée a 50 ml
et aprés une agitation poussée, il a été laissé au repos a la température du laboratoire pendant
2 heures pour une formation quantitative d'une couleur bleue. La méme procédure a été
utilisée pour le blanc ou au lieu d'une solution d'échantillon ; 5 ml d'éthanol a 80 % ont été
utilisés. Ensuite, les solutions ont été centrifugées a l'aide d'une centrifugeuse Janetzki T 30 a
2000 cycles par minute pendant 12 minutes. Les valeurs d'absorbance ont été mesurées a
l'aide d'un Helios (Spectronic Unicam, GB) contre le blanc a 765 nm et exprimé en mg
d'acide gallique dans 1 kg de matiére seche d'un échantillon. L'écart type relatif de cette
méthode était d'environ 1,96 %. (Dudjak et al.,2004).

1.3.5. Analyse statistique
Les résultats (valeurs moyennes de trois déterminations paralléles) ont été évalués
statistiquement avec le programme Statgraphics par l'analyse de variance avec des
groupements multiples. Une évaluation plus détaillée a été réalisée par le test de Scheffe
(Dudjak et al.,2004).
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11.2. Effets du cadmium sur la composition phénolique et les activités antioxydantes

d’Erica andevalensis

11.2.1. L’objectif d’étude

- Evaluation de l'effet du cadmium sur la composition phénolique d’Erica andevalensis.
- Etude des mécanismes que possede cette espéce pour survivre en présence de métaux

toxiques dans son habitat naturel.

11.2.2. Choix de I’espece

Erica andevalensis (Cabezudo et Rivera) est une espéce endémique du sud-ouest de la
péninsule ibérique, qui ne pousse que sur les sols unifiés par l'activité miniére (périphérie des
mines, berges des riviéres Tinto et Odiel) (Cabezudo et Rivera,1980). E. andevalensis
colonise les sols et les sédiments fortement pollués par une large gamme de métaux, dont le

cadmium (Asensi et al.,1999).

2.2.1. Classification

o Reégne : Plantae

o Division : Magnoliophyta
o Classe : Magnoliopsida
o S/Classe : Ericales

o Ordre : Ericales

o Famille : Ericaceae

o S/Famille : Ericoideae

o Tribu : Ericeae

o Genre : Erica

o Espeéce : E.andevalensis

Figure 18 : Erica andevalensis
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2.2.2. Caractéres botaniques

C’est une plante aux caractéristiques arbustives, qui peut mesurer jusqu'a 1.5 meétre de
hauteur. La ramification de cette espéce est dense et ascendante, les feuilles de la Erica

andevalensis ne dépasse pas 5 mm de longueur et sont composés de quatre verticilles.

La vérité qu’il s’agit d’une plante assez petite et simple, seulement qu'il se démarque dans

le domaine ou il est implanté grace a la couleur de ses fleurs.

Une espéce totalement auto-compatible, mais qu'il ne peut pas étre auto-pollinisé. Ses
fleurs durent longtemps, mais elles n'ont pas autant de nectar que les autres fleurs. C'est
pourquoi il n'y a pas de taux de pollinisation élevé et que cela ne dépend que des

populations voisines.

Cette plante a la capacité de créer des graines qui peut étre utilisé pour Ila
multiplication. Excepté soumis a certaines conditions, ils se cassent de maniere massive. En

principe, cela est dd au froid et a I'numidité générée en hiver (Cabezudo et Rivera,1980).

11.2.3. Description de la méthodologie

2.3.1. Récolte des echantillons
Les graines d’E.andevalensis ont été récoltées sur le terrain en automne, cueillant les fruits

mars et extrayant et nettoyant les graines dans le laboratoire (Marquez-Garcia et al.,2012).

2.3.2. Conditions de culture
Les graines ont été nettoyées a la main pour éliminer les matieres étrangéres telles que les

fleurs, les feuilles et les tiges, et elles ont été placées dans de I'eau distillée (Marquez-Garcia
et al.,2012).

2.3.2.1. Germination des graines
Les graines qui ont coulé ont été identifiées comme viables. Par la suite, ils ont été imbibés
d'eau distillée et conservés a 4°C dans le noir pendant 20 jours. Aprés ce temps, ils ont été

séchés a l'air et stockes a 4°C dans I'obscurité (Marquez-Garcia et al.,2012).

2.3.2.2. Mise en culture des graines germeées

Les graines ont été semées dans un sol acide commercial (Floragard Rhodohum), un
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mélange de tourbe de sphaigne a base de 75 % de matiére organique, 4,5-5,5 de pH(H.0) et
200- 500pucm cm™ de conductivité, et ils ont été placées dans une chambre de croissance
végétale avec une photopériode de 16h de lumiére, 24-19°C Jour/nuit et 250pumol m™2s de
rayonnement PAR. Le sol été arrosé régulierement avec de 1’eau du robinet. Les plantes

poussaient depuis quatre mois et demi (Marquez-Garcia et al.,2012).

2.3.2.3. Traitement métallique par le Cd
Immeédiatement avant 1’addition du Cadmium (8CdSO4/3H,0), les plantes ont été séparées
en cing groupes (trois pots par groupe), et chaque pot a été arrosé avec 25cm? d'eau du
robinet (contréle) ou 25cm3 des solutions de cadmium suivantes : 0,53 uM, 5,3 uM, 53 uM,
et 530 uM (équivalent a 0,05, 0,5, 5 et 50 pg de cadmium g* sol et étiquetés T1, T2, T3 et
T4) (Marquez-Garcia et al.,2012).

2.3.3. Préparation du matériel végétal (feuilles)
Cing jours plus tard, les feuilles ont été recueillies dans chaque pot, pesées, congelées dans

un liquide N, et stocké a -80°C jusqu'a lI'analyse.

2.3.4. Extraction des phénols totaux
Les feuilles ont été homogénéisées en liquide N, suivi d'une étape d'extraction a 30 % de

méthanol (Marquez-Garcia et al.,2012).

2.3.5. Dosage des phénols totaux
La teneur totale en composés phénoliques a été dosée par spectrophotométrie. Un
spectrophotometre Beckman Coulter DU 800 avec 1 cm de trajet a été utilisé pour toutes les
mesures d'absorbance. Les résultats ont été exprimés en microgrammes d'équivalents d'acide
gallique (EAG) par milligramme de poids frais (ug équivalents EAG mg™ FW), et apres
qu'une courbe d'étalonnage a été obtenue en utilisant l'acide gallique comme standard
(Marquez-Garcia et al.,2012).

2.3.6. Analyse Statistique
Les analyses statistiques ont été réalisées avec des échantillons indépendants t-test, et les
différences significatives par rapport aux plantes témoins ont été indiquées par *P < 0,05
**p < 0,01 ; ***P < 0,001. Toutes les valeurs sont la moyenne de trois différents

échantillons= erreur standard.
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11.3. Effet du stress cadmié sur la teneur en polyphénols, les parameétres

morphologiques, physiologiques et anatomiques du haricot (Phaseolus vulgaris L.)

11.3.1. L’objectif d’étude

L’un des buts de cette étude était d'évaluer l'effet du Cd sur l'accumulation de polyphénols

dans les semis de 1’haricot.

11.3.2. Choix de I’espece

Haricot commun (Phaseolus vulgaris L.) est l'une des légumineuses a grains les plus

importantes a I'échelle mondiale; c'est une source de nourriture précieuse pour les humains du

monde entier et représente une consommation et une importance économique plus élevées.

Cette culture est potentiellement exposée au Cd en raison d'un composant de formulations de

fongicides et d'engrais et d'amendements couramment utilisés en agriculture dans le monde

entier (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).

3.2.1. Classification

Selon I’APG (2003), on attribue a I’haricot la classification suivante:

o Reégne : Plantae

o S/Regne : Tracheobionta
o Division : Magnoliophyta
o Classe : Magnoliopsida
o S/Classe : Rosidae

o Ordre : Fabales

o Famille : Fabaceae

o S/Famille : Faboideae

o Tribu : Phaseoleae

o S/Tribu : Phaseolinae

o Genre: Phaseolus

o Espéce: Phaseolus vulgaris L.

Figurel9 : L’Haricot «Phaseolus vulgaris L.»
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3.2.2. Origine et distribution géographique

Le haricot commun est originaire d’Amérique centrale et d’Amérique du sud, il a été
domestiqué indépendamment dans I’Amérique centrale (Mexique et Guatemala) et dans les
Andes d’Amérique du sud (principalement le Pérou) (Bernal et Graham,2001). De nos
jours, il a une importance considérable en particulier en Amérique du sud et en Afrique.
L’espéce est bien établie dans de nombreux pays africains, et ¢’est dans la région des grands
lacs d’Afrique centrale que sa culture est la plus intensive (Wortmann et al., 1998 ;
Nyabyenda,2005).

3.2.3. Caractéeres botaniques

Le haricot est une plante herbacée annuelle a croissance déterminée ou indéterminée
(Laumonnier,1979). A la germination, la plante est généralement & racines pivotantes mais
peu apres des racines adventives longues de 10 a 15 Cm qui se développent sur toute la racine
principale. Les fleurs sont portées en grappes axillaires et terminales. Elles sont zygomorphes
composées de deux pétales en carene, deux pétales latéraux ailés et un pétale standard
disposé extérieurement. La couleur de la fleur est généralement indépendante de celle des
graines, mais |’association entre fleurs particulieres et couleur des graines est connue

(Diaw,2002).

Chez la haricot, la durée des stades de développement varie considérablement en fonction de
la variété et les conditions environnementales (Adams et al.,1985).

3.2.4. Intéréts agro-alimentaires de I’haricot

La culture de haricot est destinée a la consommation humaine (les gousses ou graines sont
consommeées a 1’état frais ou les graines a 1’état sec) et a 1’alimentation des animaux (les
résidus de cultures : tiges et gousses). En effet, ’haricot constitue un aliment de base pour
prés de 500 millions d’étres humains de part sa richesse en protéines (25% environ) (Pujola
et al.,2007).

Sur le plan agronomique et en tant que légumineuse, 1’haricot peut s’intégrer dans les

systemes de production biologiques qui utilisent la bio-fertilisation (Canado et al.,2003).
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11.3. 3. Description de la méthodologie

3.3.1. Condition de culture

L'étude a été réalisée en Algérie en Afrique du Nord dans des conditions de laboratoire.
Haricot commun (Phaseolus vulgaris L.) Le génotype Djadida couramment cultivé la-bas a
été utilise. Les graines ont été sélectionnées, désinfectées en surface avec 0,1% d'hypochlorite
de sodium (NaClO) pendant 10 min, rincées et trempées dans de I'eau distillée a température
ambiante pendant 12 h (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).

3.3.1.1. Germination des graines

Les graines ont été mises a germer dans des boites en plastique scellées avec du papier filtre
humidifié a 25 °C dans I'obscurité pendant 3 jours (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).

3.3.1.2. Mise en culture des graines germées

Des semis uniformes ont été sélectionnés et transplantés dans des pots contenant de la
moisissure avec un cycle de lumiere de 16 h et un cycle d'obscurité de 8 h a une température
moyenne jour/nuit de 25°C/20°C et une humidité relative moyenne de 75 %, arroses au
besoin selon la capacité du champ calculée en gramme d'eau par gramme de sol jusqu'a la fin

de I'expérience pendant 21 jours (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).
3.3.1.3. Traitement métallique par le Cd

Les traitements suivants ont été considérés : (1) 0,25 g.I"* de Cd, (2) 0,5 g.I"t de Cd, (3) 1g.™*
de Cd. La concentration en Cd nous a été fournie CdCl, Solution aqueuse. Pour I'expérience

de contrdle, Cd a été omis (Benhabiles Ait EIl Hocine et al.,2020)..

3.3.2. Extraction des polyphénols totaux

Les composés phénoliques ont été extraits d'échantillons de pousses et de racines séchées de
Phaseolus vulgaris L (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).
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3.3.3. Dosage des polyphénols totaux

La quantité de composés phénoliques totaux dans I'extrait a été déterminée en utilisant le
réactif de Folin Cioalteu comme décrit par Meyers et al. (2003). L'absorbance a été mesurée a
750 nm et les résultats exprimés en équivalents d'acide gallique (mg eq. GA g-1 DW), utilisé
en standard (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).

3.3.4. Analyse statistique

Toutes les données présentées sont les valeurs moyennes des répétitions de I'arbre + écart
type (SD). L'analyse statistique a €té réalisée par analyse d'étudiant a un niveau de
signification de 5%, 1% et 0,1%, en utilisant le logiciel statistique STATISTICA version 8.0
(Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).
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11.4. Changements induits par le cadmium sur les pigments, les composés phenoliques

totaux et I’activité phénylalanine ammoniac-lyase dans les frondes d’Azolla imbricata

11.4.1. L’objectif d’étude

L'objectif principal de I'étude était d'étudier la toxicité du Cd pour A. imbricata. Dans cette
étude, nous avons déterminé quantitativement le changement des composes phénoliques

totaux.
11.4.2. Choix de I’espéce

Azolla imbriquée (A. imbriquée) est une fougere aquatique, largement répandue dans les
régions tropicales et tempérées chaudes du monde. Il pousse a la surface de I'eau dans les
étangs, les fossés et les rizieres avec peu ou pas de soins (He et al.,2005b). Récemment, la
fougére a été utilisée pour éliminer les métaux lourds des eaux usées, en raison de son

efficacité dans I'accumulation de métaux lourds (Sela et al., 1989; Zhao et al., 1999).

4.2.1. Classification

o Reégne : Plantae

o Phylum : Tracheophyta

o Classe : Polypodiopsida
o Ordre : Salviniales

o Famille : Salviniaceae

o Genre: Azolla

o Espece : Azolla imbricata

Figure 20: Azolla imbricata

4.2.2. Origine et distribution géographique

Azolla imbricata est une petite fougere aquatique flottant librement a la surface des
¢cosystemes d’eaux douces des régions tropicales, subtropicales, tempérées chaudes de

I'Afrique, I'Asie et des Amériques (Costa et al., 2009).
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4.2.3. Caractéeres morphologiques
Cette espece pousse naturellement dans les milieux lentiques comme les étangs, les
marécages, etc. La plante est souvent appelée fronde. Chaque fronde est constituée d’une tige
principale (Van Hove, 1989) dont la longueur maximale excede rarement 3 a 4 cm, flottant a
la surface de I’eau et couverte de petites feuilles alternes étroitement imbriquées et cachant

ainsi la tige. Sa forme est plus ou moins circulaire.

4.2.4. Intéréts agronomiques d’Azolla imbricata

Azolla imbricata est une algue fixatrice d’azote atmosphérique grace a sa symbiose avec
’algue bleu-vert Anabaena azollae qui pousse dans leurs cavités (Uheda et al.,1999). La
plante est utilisée comme engrais vert dans les riziéres de nombreux pays asiatiques. Dans
ces milieux, elle permet aussi de contrdler la prolifération des mauvaises herbes (Serag et
al.,2000). Elle est utilisée dans le traitement des eaux riches en nutriments par biofiltration
(Cohen-Shoel et al., 2002).

Du fait de ses caractéristiques nutritionnelles, 1’Azolla imbricata est convenable pour la
consommation humaine et pour supplément alimentaire a divers animaux comme : poisson,
canards, bétail, volaille etc. afin de réduire le colt de I'alimentation (Hassan et al., 2009 ;
Raja et al., 2012). En effet, I’Azolla est également utilisée avec succés comme ingrédient
dans I’alimentation de la volaille (Beccera et al., 1995 ; Basak et al., 2002; Khatun et
al.,1999; Alalade et lyayi, 2006). Ces auteurs ont souligné I'importance de cette ressource
alimentaire non conventionnelle comme une alternative efficace pour nourrir le poulet. Au
Bénin, I’Azolla a été utilisé avec succés dans I’aquaculture (Shiomi et Kitoh, 2001 ;Fioghé
et al., 2004) et dans I’alimentation des porcs (Accodji et al., 2009).

11.4.3. Description de la méthodologie

4.3.1. Récolte des échantillons

Les frondes d’A.imbricata ont été collectées a Luna Lake, dans la ville de Wuhan, en Chine.
Les vieilles frondes ont été jetées et les jeunes frondes vertes et saines ont été utilisées pour

les expériences (Dai et al.,2006).
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4.3.2. Conditions de culture
4.3.2.1. Mise en culture
L'expérience a été réalisée dans des pots en plastique conserveés a l'intérieur d'une chambre
de croissance. Trois litres de solution de Hoagland 2/5 fois sans N ont été ajoutés a chaque
pot en plastique. Pendant 9 jours d'expérience, la température de la chambre de croissance a
été maintenue a (256/38°C), I'éclairage était fourni avec une lumiére fluorescente blanc froid
d'une intensité de 4000 Ix, la photopériode était de 16/8h jour/nuit, et la solution de croissance
de chaque pot était renouvelée quotidiennement pour minimiser les changements de
concentration de Cd et de nutriments. Au début de I'expérience, 25 g (masse fraiche) de

frondes ont été ajoutés a chaque pot (Dai et al.,2006).

4.3.2.2. Traitement métallique par le Cd

Cing niveaux de traitement au Cd ont été utilisés dans cette étude : 0, 0,01, 0,05, 0,1 et 0,5
mg/L 1Cd (comme CdCl,), chaque traitement avec trois répeétitions. Les plantes placées dans

la solution de Hoagland sans Cd ont servis de témoins (Dai et al.,2006).
4.3.3. Extraction des polyphénols totaux

Des échantillons ont été prélevés pour analyse les 197, 3¢me 5eme 7émegt geMme jours, Les
frondes (1 g FW) ont été extraites avec 1 % de HCI-méthanol (5 ml), I'extrait a été filtré et le
filtrat a été dilué avec 1 % de HCI-méthanol a 10 ml (Dai et al.,2006).

4.3.4. Dosage des polyphénols totaux
Les teneurs en composés phénoliques totaux ont été mesurées selon Zhang et Quantick
(1997). L'absorbance du diluant a été mesurée a 280 nm pour les composés phénoliques. Les
phénols totaux ont été calculés a partir d'une courbe standard réalisée avec de I'acide gallique
(Dai et al.,2006).

4.3.5. Analyse statistique
Les données sont presentées en moyenne 6 écart-type (m % 3). Une ANOVA (analyse de
variance) a sens unique a été utilisée pour tester I'effet du traitement au Cd sur la teneur en

composés phenoliques totaux (Dai et al.,2006).
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11.5. Effet du cadmium sur la formation de composés phénoliques dans les cultures

de callosités dérivées de divers organes du théier (Camellia sinensis L.)

11.5.1. L’objectif d’étude

L’étude des changements induits par le cadmium dans Il'accumulation de composés

phénoliques dans les cultures de cals d'origines diverses.

11.5.2. Description de I’espéce

5.2.1. Classification

La classification selon Cronquist établie en 1981 est la suivante :

o Reégne : Plantae

o Division : Magnoliophyta
o Classe : Magnoliopsida

o Ordre : Théales

o Famille : Theaceae

o Genre : Camellia

o Espece : Camellia sinensis

Figure2l : Le théier «Camellia sinensis »

5.2.2. Origine et distribution géographique
Le thé (Camellia sinensis L.), est originaire de Chine, plus tard répandu en Inde et au Japon,

puis en Europe et en Russie, arrivant dans le Nouveau Monde a la fin du 17eme siecle.
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5.2.3. Caractéres botaniques

A 1’état sauvage, le théier (Camellia sinensis) est un arbuste de cing a dix métres de haut,
mais dans la plupart des plantations, il est taillé a environ 1,20 m pour faciliter la cueillette
des feuilles. Les jeunes feuilles a 1’extrémité des branches donnent les meilleurs thés, alors
que les quatre ou cinq feuilles suivantes servent a la production courante. Les facteurs
environnementaux comme le climat, le type de sol et I’altitude contribuent a la teneur en
tanins (responsable de la couleur et de la saveur) et en théine (la caféine du thé) (Xiao et
Zhen,2002).

5.2.4. Intérét et importance du théier
Le thé est manufacturé de la feuille et du bourgeon du Camellia sinensis, est le deuxieme
liquide le plus souvent bu sur terre aprés I'eau. 1l est consommeé socialement et habituellement
par les gens depuis 3000 avant J.C. Le thé était un reméde médicinal, il est devenu boisson.
Entré dans le monde de la poésie chinoise du Vllle siécle en tant que divertissement de
politesse, il fut anobli au XVe siécle par le Japon, parmi ces propriétés il est un puissant
antioxydant (Kakuzo et Okakura,2003).

11.5. 3. Description de la méthodologie
5.3.1. Conditions de culture
Dans ce travail, nous avons utilisé du théier (Camélia sinensis L., variété géorgienne) :

cultures de cals dérivés de feuilles, de tiges et de racines (Zagodkina et al.,2007).

5.3.1.1. Culture de cals

Les cals ont été cultivés a I'obscurité sur un milieu nutritif Heller modifié contenant du 2,4-D
(5 mg/l) et du glucose (25 g/l) (Zagodkina et al.,2007).

Les cultures de cals sont des modeles appropriés pour étudier le métabolisme cellulaire. Ils
sont supérieurs aux plantes intactes dans une organisation plus simple de leurs cellules et
tissus et dans une capacité a contrdler étroitement leurs conditions de croissance
(Butenko,1999). De plus, dans la plupart des cas, les cultures cellulaires conservent la
capacité de synthétiser des métabolites secondaires caractéristiques des tissus intacts
(Stafford,1991 ; Zaprometov,1989). Ce fait permet de les utiliser pour étudier le

métabolisme des composés phénoliques et son rdle dans la vie végeétale, y compris
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I'adaptation des plantes aux conditions de stress (Kuthanova et al.,2004 ; Zagoskina et
al.,2003). Les cultures de cals de théier peuvent étre considérées comme un modele approprié
pour de telles études, car elles se caractérisent par un métabolisme spécialisé visant a la
synthése de divers composés phénoliques, tels que les phénylpropanoides, les avonoides et la

lignine (Zaprometov et al.,1979).

5.3.1.2. Traitement métallique par le Cd
Dans les cultures traitées, le milieu nutritif a été additionné de 6.3x10-> M ou 10.6x10°M

nitrate de cadmium.

5.3.2. Extraction des polyphénols totaux

Les composés phénoliques ont été extraits des cals avec de I'éthanol chaud a 96 %
(Zagodkina et al.,2007)..

5.3.3. Dosage des polyphénols totaux
La teneur totale en composés phénoligues solubles a été déterminée par spectrophotométrie a

725 nm en utilisant le réactif de Folin-Denis, la courbe d'étalonnage a été réalisée a l'aide de

1’épicatéchine (Zagodkina et al.,2007)..

5.3.4. Analyse statistique
Les chiffres présentent les moyennes de trois déterminations effectuées en trois répétitions
(trois cals chacune) et leurs erreurs types. Les données de trois réplications de tous les
traitements ont été soumises a une analyse de variance a l'aide de SPSS 8.0 pour Windows

(Zagodkina et al.,2007)..

Page 42



Résultats et discussions



Résultats et discussions

I11. Résultats et discussions

111.1. Effet du cadmium sur la teneur en polyphénols des jeunes plantes d'orge (Hordeum

vulgare L.)

Tableau 02 : Augmentation de la teneur en polyphénols totaux causée par le traitement au Cd chez

Variantes

Controle

Hordeum vulgare L. (Dudjak et al.,2004).

Cd (1.10-*mol/l)

Partie de la Total moyen : Augmentation(%o) Ecart-
plante Teneur en type
polyphénols
(mg/Kg ms)
Racines 3310 522.096
Pousses 3080 400.595
Lames de feuilles 6170 645.374
Racines 3650 10.3 579.527
Pousses 3590 16.7 725.123
Lames de feuilles 8340 35.2 606.717

Il ressort des données extraites du tableau 2, que le traitement au Cd a provoqué une

augmentation de la teneur en polyphénols totaux par rapport au variant témoin. Concernant

les parties végétales, I'augmentation des composés polyphénoliques totaux apres traitement au

cadmium a été la suivante : limbes foliaires (35,2%) > pousses (16,7%) > racines (10,3%). Les

teneurs moyennes en polyphénols totaux dans les variantes témoins et traitées au Cd étaient
de 6170 et 8340, 3070 et 3590, 3310 et 3650mg/kg MS dans les limbes, les pousses et les

racines, respectivement.
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Figure 22: Relation entre les polyphénols totaux et la teneur en Cadmium des racines d’orge

traitées au Cd (Dudjak et al.,2004).
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Figure 23 : Relation entre les polyphénols totaux et la teneur en Cadmium des pousses
d’orge traitées au Cd (Dudjak et al.,2004).
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Figure 24: Relation entre les polyphénols totaux et la teneur en Cadmium des limbes
foliaires d’orge traités au Cd (Dudjak et al.,2004).
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Une relation entre la teneur totale en polyphénols et la teneur en Cd dans tous les organes
d'orge étudieés était linéaire (figures 22, 23 et 24). Les teneurs en polyphénols totaux et en Cd

dans les racines, les pousses et les limbes des feuilles d'orge étaient réciproques.

Cette enquéte a montré que la contrainte Cd (1,10-°*mol/l) a causé une augmentation des
niveaux de Cd et de polyphénols totaux dans les plantes d'orge et que l'augmentation des
polyphénols totaux est une réponse au stress Cd. Il s'agit du premier rapport similaire a
d'autres facteurs de stress abiotiques, UV-irradiation, sécheresse, humidité ou température
plus élevée (Lachman et al.,2001, Orsék et al.,2001, Hakala et al.,2002, Hideg et al.,
2002). Le stress cause par le Cd affecte également le niveau de composés polyphénoliques en
tant que composes métabolites secondaires protecteurs chez les plantes. Ceci est en accord
avec les résultats obtenus par Wu et al. (2003) que le stress au Cd induit une réponse au stress
oxydatif dépendante de la concentration et du type de gene et des changements dans les
limbes des feuilles d'orge caractérisés par le modéle d'altération des enzymes antioxydantes
superoxyde dismutase(SOD) et peroxydase(POD). L'augmentation de la teneur totale en
polyphénols en réponse au stress au Cd est similaire, comme Baisakhi et al. (2003)
déterminé dans le clone tolérant de Chloris barbata Sw. au niveau protéine-thiol. Comme
Chai et al. (2003) trouvé dans le haricot vert (Phaseolus vulgaris), I'expression de génes liés
au stress comme PvSR2 peut améliorer la tolérance au Cd, en particulier a des concentrations
externes de Cd plus élevées. Les preuves que les composés phénoliques jouent un réle clé
dans le durcissement des réponses aux facteurs de stress abiotiques soutiennent également les
résultats de Metwally et al. (2003), qui ont découvert que l'acide salicylique atténue la
toxicité du Cd dans les plants d'orge et augmente le niveau de tolérance aux concentrations
élevées de Cd. Cela appuie la conclusion selon laquelle l'acide salicylique affecte les
mécanismes de détoxification du Cd.
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I11.2. Effet du cadmium sur la composition phénolique d’Erica andevalensis

Dans le présent travail, 1'effet du cadmium sur la composition phénolique d’E.andevalensis,
est décrit. Peu d’informations sont disponibles sur I'effet du cadmium dans le métabolisme

phénolique de la famille des Ericaceae.

La teneur en cadmium du sol a augmenté proportionnellement au cadmium ajoute.
Simultanément, E. andevalensis a absorbé le cadmium du sol, et il s'est accumulé dans les
feuilles, en fonction des niveaux dans les sols. Pas de visuel effets ont été observés dans les
plantes sous I'un des traitements appliqués, et les feuilles sont restées vertes dans tous les
traitements, sans différences dans la chlorophylle a et la chlorophylle b par rapport a la
réduction capable de pousser dans des conditions contrdlées en I'absence de pollution
(Marquez-Garcia et al.,2011).

[t
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Figure 25: Teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits de feuilles de E. andevalensis
apres cing jours de période de traitement, exposés a 0, 0.05, 0.5, 5 ou 50 pg de
cadmium gt sol(C, T1, T2, T3 et T4) (Marquez-Garcia et al.,2012).
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Le niveau total de composés phénoliques dans les plantes témoins était similaire au niveau
des plantes sauvages (Marquez-Garcia et al.,2009). Cependant, les niveaux de composes
phénoliques n'ont pas été augmentés comme prévu par la présence de cadmium, compte tenu
du fait que les plantes témoins ne contenaient pas de cadmium et que la teneur en métaux des
plantes de T1 a T4 était plus de huit fois supérieure. Il est intéressant de noter que la
concentration phénolique la plus élevée a été observée dans les plantes T3, méme si les

plantes T4 contiennent environ 40% plus de cadmium que les plantes T3 (fig.25).

L’absence d’augmentation des composés phénoliques a ¢été observée dans T4 pourrait
s'expliquer en tenant compte du fait que les radicaux phénoxyles résultant de la réaction
antioxydante pourraient agir comme pro-oxydants (Sakihama et al.,2002). Par conséquent,
les plantes exposées a la plus forte concentration de cadmium peuvent réduire la synthése ou
la libération de composés phénoliques par un mécanisme inconnu pour éviter un délétére
effet causé par les radicaux phénoxyles produits. Une autre hypothése pour expliquer
I'absence d'augmentation des composés phénoliques dans les plantes T4 pourrait étre que
I'exces de cadmium pourrait avoir altéré les réponses du systeme antioxydant basé sur les
composés phénoliques et d'autres composés de telle sorte que les plantes ne sont pas capables
de synthétiser de nouveaux phénols. Une situation similaire a été observé dans Spartine
densiflora qui n'est pas capable de contrecarrer une exposition élevée au cadmium, mais il
réagit avec succes en synthétisant des métabolites antioxydants tels que I'acide ascorbique ou

le glutathion lorsqu'il est exposé a des concentrations modérées de cadmium (Dominguez

et al.,2010).

Les résultats présentés dans cette étude ont montré que les composés phénoliques jouent un
role important dans la défense des E. andevalensis contre le cadmium. Etonnamment, la
réponse la plus élevée a été observée a Sug de cadmium gt terre ajoutée aux sols, tandis
qu'avec 50 pg de cadmium g1sol, les plantes du sol ont réagi de la méme maniére que celles
exposées a de faibles concentrations, telles que 0,5 pg de cadmium g~sol, indiquant un
mécanisme sélectif possible qui rend les plantes tolérantes aux métaux efficaces a une
gamme définie de concentrations de cadmium. Depuis E. andevalensis vit dans des sols
acides et pollués par des metaux durs, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
analyser les synergies d'interaction et les antagonismes entre les métaux a pH acide contrdlé
et les composés phénoliques, mais les composés phénoliques pourraient étre utilisés comme

indicateurs de la présence de metaux dans les feuilles des espéces vegétales.
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II1.3. Effet du stress cadmié sur la teneur en polyphénols chez I’haricot (Phaseolus
vulgaris L.)
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Figure26: L effet du Cd sur la teneur en polyphénols totaux dans les racines et la
partie aérienne de [’Haricot (Benhabiles Ait EI Hocine et al.,2020).

Le contenu phénolique dans Phaseolus vulgaris L. extrait est montré dans figure26 :
L'augmentation des niveaux de Cd a nettement augmenté la synthése de ces métabolites dans
tous les traitements a la fois dans la partie aérienne et les racines (p<0.05*) contrairement au
témoin. Les taux d'augmentation étaient jusqu'a 43% dans la partie aérienne et jusqu'a 32%

dans les racines.

Le stress oxydatif est un mécanisme important de la toxicité du cadmium (Smeets et al.,
2005). Les plantes utilisent un systéeme de défense antioxydant complexe pour prévenir les
dommages oxydatifs et maintenir les concentrations d'especes réactives de I'oxygéne dans une
plage fonctionnelle étroite (Ozgur et al., 2013). Les principaux composants de ce systéeme
comprennent des piégeurs de radicaux non enzymatiques parmi lesquels les composés
phénoliques. Ces composants maintiennent les cellules végétales a I'abri des dommages
oxydatifs en éliminant les ROS (Schafer et al., 2002). Une meilleure compréhension des
mécanismes antioxydants sous-jacents médiés par les composés phénoliques est nécessaire
pour développer des stratégies pour les sols de culture contaminés. Phaseolus vulgaris L.
cultivé sous traitement au Cd a montré une augmentation significative de la teneur en

polyphénols totaux dans les deux parties de la plante. Sous le stress des métaux lourds, les
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composés phénoliques peuvent agir comme des chélateurs d'ions de métaux de transition, des
piégeurs de ROS (Vollmannova et al., 2014; Manquian-Cerda et al., 2016) et peuvent
supprimer la peroxydation lipidique en brisant les réactions en chaine radicalaires pendant la
peroxydation lipidique (Arora et al., 2000 ; Sakihama et Yamasaki, 2002). Chen et al.
(2019) ont rapporté que l'activité de la Shikimate déshydrogénase (SKDH), de Ialcool
cinnamylique déshydrogénase (CAD) et de la polyphénol oxydase (PPO) augmentait pendant
ce temps, lorsque les composés phénoliques totaux augmentent en Kandelia obovata exposes
a des concentrations plus élevées de cadmium (Cd) et de zinc (Zn), ce qui indique que le Cd et
le Zn jouent un réle auparavant non reconnu mais majeur dans la synthese, le transport et le
métabolisme des composés phénoliques. Kovacik et al. (2006) ont affirmé que l'activation de
I'enzyme phénylalanine ammoniac lyase (PAL) est la principale cause de l'augmentation de la
concentration en métabolites phénoliques, puisqu'il s'agit de la principale voie de biosynthése
des composés phénoliques. Une augmentation des composés phénoliques totaux sous la
pollution au Cd a été signalée dans plusieurs usines, y compris P. vulgaris (Manquian-Cerda
et al., 2016 ; Mongkhonsin et al., 2016 ; Younis et al., 2018b ; Chen et al., 2019).

La présente étude a clairement montré que le Cd avait des effets notables sur les teneurs en

composés phénoligues en tant que réponse antioxydante au Cd.
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I11.4. Changements induits par le cadmium sur les composés phénoliques dans les

frondes d’Azolla imbricata
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Figure27: Effets de différentes concentrations de Cd sur les teneurs en composés
phénoliques totaux d'A.imbricata par rapport au temps (Dai et al.,2006).

La figure 27 montre I'évolution de la teneur totale en composés phénoliques des plantes
traitées au Cd pendant les 9 jours de culture. Il n'y avait pas de différence significative dans
les teneurs en phénols entre les traitements Cd et le contrdle a 1 jour (P > 0,05). Cependant, il
y avait des différences significatives dans les teneurs en phénols aux jours 3,5, 7 et 9 (P <
0,05). Les plantes cultivées en contréle et 0,01 mg/L de Cd sont restées presque constantes en
teneurs phénoliques pendant 9 jours de traitement. Au contraire, les plantes cultivées dans 0,5
mg/L de Cd ont montré une augmentation rapide de la teneur en phénols, atteignant la valeur
maximale au jour 3, puis ont diminué. Ce résultat indiquait clairement qu'un processus de

synthése de phénol dans les frondes était induit par le traitement au Cd.

Des augmentations de la concentration phénolique en réponse a l'exposition a différents
métaux lourds, y compris le Cd, ont été notées dans plusieurs plantes, telles que, Arabidopsis
thaliana (Lummerzheim et al.,, 1995), le bouleau (Loponen et al. 1998), Phyllanthus
tenellus Roxb.(Santiago et al., 2000),Nymphées (Nymphaeaceae) (Lavid et al., 2001) et le
pin sylvestre (Schitzendibel et al., 2001). Il a également été démontré que le principal
mécanisme d'accumulation du cadmium était basé sur la liaison du cadmium par les composes
phénoliques polymérisés dans Nymphée(Nymphaeaceae) (Lavid et al., 2001). Les propriétés
antioxydantes des composés phénoliques ont également été bien démontrées (Rice-Evans et

al., 1997). Les phénols peuvent contribuer avec l'ascorbate a la destruction de H,O, dans la
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réaction d'ascorbate peroxydase couplée au phénol (APX) (Polle et al., 1997), et ainsi protéger
les plantes du stress oxydatif. Yamamoto et al. (1998) ont rapporté que les composes phénoliques
protégeaient les cellules de tabac cultivées de la toxicité de l'aluminium. Dans la présente étude, le
stress en Cd a provoqué une augmentation significative de la teneur totale en composés phénoliques
dans les frondes (Fig.27). Cette augmentation des composés phénoliques totaux pourrait étre

considérée comme une réaction protectrice de la plante au stress en Cd.

Nos résultats ont indiqué que la teneur en composés phénoliques totaux était diminuée apres
5 jours de traitement a 0,5 mg/L de Cd. Il semble possible qu'un traitement a 0,5 mg/L de Cd
soit toxique et létal pour la cellule végétale, conduisant a une inhibition de PAL et donc a une
diminution de la biosynthése des composés phénoliques. Ces résultats suggérent que le Cd
pourrait devenir inhibiteur de PAL au-dessus d'une concentration donnée de Cd et/ou apres
une période d'exposition donnée. Il est intéressant de noter qu'un phénomeéne similaire est
souvent rapporté dans les réponses des enzymes antioxydantes a l'exposition au Cd dans les
racines et les feuilles des plantes (Dixit et al., 2001 ; Schutzendubel et al., 2001). Les
activités de la plupart des enzymes antioxydantes ont montré une augmentation initiale suivie

d'un déclin.

En conclusion, nos résultats ont montré que Les composés phénoliques totaux peuvent étre

impliqués dans les mécanismes de détoxification interne des frondes contre la toxicité du Cd.
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111.5. Effet du cadmium sur la formation de composés phénoliques dans les cultures de

callosités derivées de divers organes du théier (Camellia sinensis L.)
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Figure 28 : Effets du cadmium sur les teneurs en composés phénoliques solubles totaux
dans les cultures de cals de (1) racines, (2) tige et (3) feuilles, du théier (Zagodkina et al.,2007).

La détermination de la teneur en composés phénoliques a démontré des différences
considérables dans le potentiel biosynthétique de la culture de cals de théier (Fig.28). La plus
grande accumulation de composés phénoliques solubles totaux a été observee dans la culture
de cals foliaires, et la plus faible, dans la culture de racines; les différences entre ces cals
dépassaient 500%. Dans le méme temps, dans la culture de cals de tige, la teneur en composés
phenoliques était trois fois plus faible que dans la culture dérivée des feuilles, et 1,5 fois plus

que dans la culture de cal de racine.

La présence de cadmium dans le milieu a affecté la capacité de la culture du cal a former des
composés phénoliques. A la concentration en cadmium de 6.3x10°M (je), les teneurs en
composés phénoliques solubles totaux dans les cals des racines et des tiges ont augmenté de

50 et 87 %, respectivement, par rapport au témoin, tandis que dans les cals des feuilles, il n'y
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avait qu'une légere diminution (Fig.28). La méme tendance, mais un peu moins prononcée, a
été observee a une concentration de cadmium plus élevée (10.6x10-> M). Dans ce dernier cas,
les cals des racines et des tiges depassaient les cals témoins dans I'accumulation de composes
phénoliques totaux de seulement 13 et 6 %, respectivement, tandis que dans les cals des
feuilles, la diminution induite par le cadmium de la teneur en composés phénoliques s'élevait

a 20 % par rapport au témoin.

Le cadmium est connu pour initier un stress oxydatif dans les cellules vegétales, ce qui
entraine la génération de radicaux libres (Dixit et al.,2001). Dans ce cas, les composés
phénoliques peuvent agir comme antioxydants endogénes, et nombre d'entre eux sont trés
compétitifs dans leur activité avec des substances telles que I'acide ascorbique (Zhao et Zou,
2002). 1l semble que ce soit ce fait qui puisse expliquer lI'accumulation de composés
phénoliques dans les cultures de cals de théier cultivées en présence de 6.3x10~> M cadmium
(Fig.28). La seule exception est le cal foliaire, ou le cadmium a entrainé une diminution de la

teneur en composés phénoliques.

Comme le montre la Fig.28, la culture foliaire témoin était caractérisée par la plus forte
accumulation de composes phénoliques. Par conséquent, leur contenu endogene semble étre
adéquat pour remplir les fonctions des composes phénoliques, y compris celles antioxydantes.
Une diminution induite par le cadmium de la teneur en composés phénoliques est évidemment
provoquée par l'atténuation du métabolisme cellulaire sous une croissance de culture

supprimée.

Il faut également souligner que la variabilité de la réponse des cultures de cals de théier
dérivé des feuilles, des tiges et des racines peut étre causée par le fait que les caractéristiques
épigénétiques et génétiques des tissus de la plante initiale sont conservées sous conditions in
vitro (Butenko,1999). A ce propos, il faut noter que les mémes mécanismes, qui assurent la
résistance cellulaire a un agent de stress dans des conditions in vivo, déterminent en grande

partie les réponses des cellules végétales dédifférenciées dans des conditions in vitro.
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Conclusion

Notre présente étude vise a synthétiser des données sur I’effet du cadmium sur le contenu en
composés phénoliques, chez quelques espéces vegétales. Pour cela, nous avons choisi les cing
articles précédents, qui étudient en grande partie la variation des teneurs en composés
phénoliques totaux en fonction des concentrations de Cd, dont chaque article, présente une
espece traitée différemment par ce métal. Les espéces étudiées sont : L’orge (Hordeum
vulgare L.), Erica andevalensis, 1’haricot (Phaseolus vulgaris L.), Azolla imbricata et le théier
(Camellia sinensis L.).

L’analyse et la comparaison entre les résultats obtenus, pour toutes les espéces étudiées, ont
clairement montré que le cadmium a des effets notables sur la composition phénolique des
différents organes de la plante, il a provoqué une augmentation de la teneur des polyphénols
totaux dans la partie aérienne et les racines a des pourcentages différents, selon 1’organe, les
concentrations en Cd et I’espéce étudiée. Généralement, les organes qui synthétisent plus les

composés phénoliques sont les feuilles.

Le cadmium joue un rdle indirect dans la synthése des composes phénoliques.
L’augmentation des composés phénoliques en présence du Cd, est considérée comme une
réaction protectrice de la plante, en effet, ce sont les composés phénoliques qui jouent un role
important, en tant que des molécules antioxydantes, dans la détoxification contre le Cd, qui

induit un stress oxydatif capable de générer des dommages graves au sein de la cellule.

Lorsque les plantes ont été exposées a des concentrations modérées de cadmium, la teneur en
polyphénols totaux a augmenté considérablement, tandis que des concentrations plus élevées
ont provoqué une légére augmentation des polyphénols totaux, par rapport aux témoins, et

parfois une augmentation élevée suivie d’un déclin aprés une certaine période d’exposition.

Dans des concentrations élevées de Cd, Les plantes impliquent un mécanisme de défense
inconnu en réduisant leur synthése ou libération de composés phénoliques pour éviter un
délétere effet cause par les radicaux phénoxyles de ces derniers, qui peuvent interagir comme
des pro-oxydants. D’un autre coté, le cadmium peut conduire au dessus d’une concentration
donnée a I’inhibition de I’activité de I’enzyme PAL, responsable de la synthése des composés

phénoliques.
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En résumé, le cadmium provoque une augmentation de la synthése des composés
phénoliques, qui est proportionnelle a la dose et la durée d’exposition a ce métal, et qui differe

d’une espece a I’autre.

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour analyser les synergies d'interaction et
les antagonismes entre le cadmium et les composés phénoliques, mais les composés
phénoliques pourraient étre utilisés comme biomarqueurs de la présence de cadmium dans les

especes vegeétales.

De plus, malgré que les especes végétales se different par leurs tolérances au cadmium,
certaines d’entre elles peuvent étre considérées comme bioindicatrices, puisqu’elles colonisent
les milieux fortement pollués par le Cd, comme elles peuvent étre utilisées comme biofiltres

de phytoremédiation a condition qu’elles soient bien contrélées.
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Annexe 01 : la biosynthése des composés phénoliques
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Figure01 : Les grandes lignes du métabolisme phénolique (Macheix et al.,2005)



Abstrait

Le cadmium est un métal toxique qui, lorsqu’il s’accumule dans les tissus de 1’organisme, provoque un stress
oxydatif, par la production des radicaux libres. Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires de
poids moléculaire élevé, spécifiques du régne végétal, connus par leurs propriétés antioxydantes. Notre présent
travail, vise & synthétiser des données sur I’effet du cadmium sur le contenu en composés phénoliques chez
cing especes végetales : L’orge (Hordeum vulgare L.), Erica andevalensis, I’haricot (Phaseolus vulgaris L.),
Azolla imbricata et le théier (Camellia sinensis L.), en s’appuyant sur des résultats publiés.

Les résultats montrent que des concentrations modérées en cadmium ont augmenté la teneur en polyphénols
totaux, dans les différents organes de la plante, fortement dans les feuilles, tandis que des concentrations plus
élevées ont provoqué une régression dans I’augmentation des polyphénols totaux aprés un certain temps
d’exposition.

Le cadmium provoque une augmentation de la synthése des composés phénoliques, qui est proportionnelle a
la dose et la durée d’exposition a ce métal, et qui différe d’une espece a I’autre.

Mots clés : cadmium, stress oxydatif, polyphénols totaux, Hordeum vulgare L., Erica andevalensis,
Phaseolus vulgaris L., Azolla imbricata, Camellia sinensis L.
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Abstract

Cadmium is a toxic metal which, when it accumulates in body tissues, causes oxidative stress through the
production of free radicals. Phenolic compounds are secondary metabolites of high molecular weight, specific
to the plant kingdom, known for their antioxidant properties. Our present work aims to synthesize data on the
effect of cadmium on the content of phenolic compounds in five plant species: Barley (Hordeum vulgare L.),
Erica andevalensis, beans (Phaseolus vulgaris L.), Azolla imbricata and tea (Camellia sinensis L.), based on
published results.

The results show that moderate concentrations of cadmium increased the content of total polyphenols, in the
different organs of the plant, strongly in the leaves, while higher concentrations caused a regression in the
increase of total polyphenols after a certain exposure time.

Cadmium causes an increase in the synthesis of phenolic compounds, which is proportional to the dose and
the duration of exposure to this metal, and which differs from one species to another.

Key words: cadmium, oxidative stress, total polyphenols, Hordeum vulgare L., Erica andevalensis, Phaseolus
vulgaris L., Azolla imbricata, Camellia sinensis L.




