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RESUME

Nous avons étudié la colonisation végétale de sols de friches industrielles pollués par
des hydrocarbures aromatiques polycycliques et des métaux lourds. Différentes approches ont
été choisies dans le but de caractériser les premieres étapes de la dynamique successionnelle
végétale mais aussi de cerner les mécanismes cellulaires impliqués dans le phénomeéne de
tolérance des plantes aux polluants.

Des expérimentations en parcelles utilisant le sol de I'ancienne cokerie de Neuves-
Maisons ont permis de mettre en évidence l'importance des banques de graines des sols et des
pluies de graines dans I'établissement d’'une communauté pionniére sur sol pollué. Le suivi de
la flore des parcelles a permis d’établir que la communauté pionniére, constituée de plantes
annuelles et bisannuelles lors de la premiére année, est progressivement colonisée par les
plantes pérennes et clonales dominant majoritairement lors de la seconde année. Par ailleurs,
la comparaison de communautés se développant sur des sols témoin et pollué suggére une
phytotoxicité du sol industriel conduisant a des pertes de richesse et diversité spécifiques.
Néanmoins, ces differences semblent s’estomper au fur et a mesure du processus de
colonisation. Chez les plantes qui parviennent a survivre et croitre sur sol pollué, les réponses
anti-oxydantes sont sollicitées, confortant I'hypothése de leur rdle crucial dans le succés
colonisateur des espéces étudiées. Toutefois, nous avons montré également que le succes de la
colonisation pouvait résider également dans une production de graines plus tolérantes vis-a-
vis de la contamination.

Par ailleurs, I'analyse de transects au sein méme de la friche industrielle d’'Homécourt,
site d’'une ancienne cokerie, a apporté des éléments de réponse supplémentaires. Les résultats
font apparaitre une relation entre les descripteurs des communautés (richesse spécifique et
indice de diversité de Shannon-Weaver) et les concentrations en Cd et Hg du sol. Par ailleurs,
chez les especes présentes le long des trandedisr{aterum elatiusEuphorbia cyparissias
ou Tanacetum vulgare)les mesures des défenses antioxydantes et des teneurs en
phytochélatines attestent d’'un stress lié a I'exposition métallique. Toutefois, I'abondance de
ces espéeces ne s’est pas révélée étre liée aux niveaux de contamination du sol. Il en résulte de
des perspectives intéressantes en ce qui concerne les applications environnementales de ces
résultats.

Mots clés : colonisation végétale, sols pollués, métaux lourds, biodiversité, phytochélatines, enzymes
antioxydantes



ABSTRACT

We studied the revegetation of an industrial wasteland soil polluted by polycyclic
aromatic hydrocarbons and heavy metals. Different approaches were chosen in order to
characterize the first steps of a plant succession and to elucidate the cellular mechanisms
involved in plant metal tolerance.

Experiments on plots filled with a soil collected from the former coke factory site of
Neuves-Maisons (54, France) highlighted the importance of soil seed banks and seed rains in
the establishment of a pioneer community on a polluted soil. The study of the plots flora
allowed us to prove that the pioneer community, essentially composed of annuals and bi-
annuals during the first year, was gradually colonized by perennials and clonal plants which
dominated the second successionnal year. In addition, the comparison of communities
established on control and polluted soil suggested a soil phytotoxicity leading to losses of
species richness and diversity. Nevertheless, such differences seemed to decrease
progressively during the succession process. At last, in the species that survived and grew in
the polluted soil, leaf antioxidant enzymes responded, confirming their putative crucial role in
the colonization success of these species. However, we showed that this success could also be
due to a production of seeds more tolerant toward soil contaminants.

Moreover, the study of transects in the industrial wasteland of Homecourt (54,
France), a former coke factory site, gave supplementary data, highlighting the relationship
between community descriptors (species richness, Shannon-Weaver’'s diversity indice) and
soil Cd and Hg concentrations. Moreover, for the species present along the transects
(Arrhenaterum elatiusEuphorbia cyparissia®r Tanacetum vulgaje the measurements of
antioxidants defences and phytochelatin levels revealed a metallic stress. Nevertheless, the
abundance of the species was not related to soil pollutant concentrations. The possible
environmental applications of these results will be also discussed.

Keywords: plant colonization, polluted soils, heavy metals, biodiversity, phytochelatins, antioxidant
enzymes
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Introduction générale

Contexte sociétal

Dans le contexte actuel d'urbanisation, des formes d’aménagement du territoire
innovatrices sont développées pour s’inscrire a l'intérieur du concept de ville viable
(Lecomte, 1998). Cependant, les traces du passé subsistent et posent des contraintes de
planification aux autorités publiques locales. On rencontre, par exemple, dans la majorité des
grandes villes des pays développés, des espaces industriels désaffectés, qui représentent un
fardeau pour les municipalités qui n’arrivent pas a les rentabiliser ou un potentiel pour celles
qui entrevoient leur réutilisation par un réaménagement visant a recouvrir leur valeur sociale
et économique (Dumesnil et Ouellet, 2002).

Ces espaces déstructurés, héritage du déclin de certaines activités industrielles, sont
identifiés par le terme « friches industrielles » (Dumesnil et Ouellet, 2002). De maniére
générale, les friches industrielles sont « des propriétés abandonnées ou sous-exploitées ou les
actions du passé ont causé une contamination de I'environnement mais qui pourraient
toutefois se préter a d’'autres vocations (ou étre améliorées) et qui offrent des occasions
d’affaires rentables. » (Secrétariat du Conseil du Trésor du Canada, 1998).

Les données sur le nombre exact de friches industrielles présentes dans les pays
développés ne sont pas disponibles actuellement. Celles qui existent sont des estimations
plutdt que le résultat d’'un inventaire méticuleux (Dumesnil et Ouellet, 2002). Ainsi, le
recensement des sites pollués en France fait apparaitre gu’existent des situations considérées
comme potentiellement « a risque » pour I'environnement avoisinant et la santé humaine.

De fait, la base de données BASOL, mise en place en 1999 par le Ministére chargé de
I'environnement, dénombrait en juin 2006, 3819 sites pollués appelant une action des
pouvoirs publics. La Région Lorraine est trés concernée par ce probléme du fait de son passé
minier et industriel important (Ministére de I'Environnement et du Développement durable,
2003). Avec 288 sites (soit 7,5% du total francais), elle se place en quatrieme position au
niveau national derriére la région Rhone-Alpes (540 sites), la région Nord Pas-de-Calais (518
sites) et I'lle de France (376 sites).

Ce recensement national précisait également que seulement 480 de ces sites
présentaient des pollutions résiduelles telles qu’aucune surveillance n’était exigée. Au
contraire, 3250 sites présentaient des pollutions avérées nécessitant 'engagement d’actions de

dépollution. Les principaux polluants alors constatés, seuls ou en mélange, sur I'ensemble de
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ces sites étaient des hydrocarbures (40%), des HAP (17%), du plomb (17%), du chrome
(15%), des solvants halogénés (14%), du cuivre (14%), de I'arsenic (12%), du zinc (10%), du
nickel (10%) et du cadmium (6%).

Les réeaménagements de ces sites nécessitent donc la mise en place de plans de gestion
a long terme qui dépendent étroitement de la situation rencontrée et pouvant impliquer la mise
en oeuvre de différentes techniques de dépollution, de confinement ou d’inertage : traitements
physico-chimiques (venting, lavage des sols, stripping, confinement par géomembranes,
déetournements hydrauliques...), thermiques (incinération, gazéification et post-combustion,
désorption thermique, vitrification...) ou biologiques (biolixiviation, bioventing,
bioremédiation...). Dans une logique de développement durable, il napparait pas toujours
souhaitable d’excaver des terres polluées présentes sur un site. Un projet de réhabilitation
abouti peut donc consister a définir des usages ou des configurations d’aménagement qui,
combinées a des actions sur les voies de transfert, conduisent a laisser (& des niveaux
acceptables et selon les usages), traiter ou confiner des pollutions en place. Enfin, lorsque les
pollutions des milieux sont diffuses et les niveaux des polluants stabilisés ou en régression,
des options de gestion reposants sur la régénération et latténuation naturelle sont
envisageables (Legrand, 2006).

Ainsi 'ensemble des démarches proposées pour la réhabilitation des sites repose sur
un processus itératif entre la connaissance des milieux (et les ressources naturelles a protéger),
les contraintes réglementaires, les mesures de maitrise des sources de pollution et de leurs
impacts, les différentes mesures de gestion envisagées ci-dessus (et leurs conséquences
potentielles) mais aussi le contrdle et le suivi de I'efficacité de ces mesures.

La gestion de tels sites dépend donc étroitement d’études destinées a caractériser au
mieux la pollution en place et son évolution a long terme et a évaluer les possibilités de
restauration écologique. Ce suivi peut comporter différents aspects, parmi lesquels se
distinguent des évaluations physico-chimiques et/ou biologiques. Ainsi, une identification et
une quantification des contaminants, associées a une démarche de modélisation du transport,
sont parfois entreprises. Le volet biologique, quant a lui, peut comporter une étude
microbiologique (diversité de la microflore du sol) ainsi qu'une évaluation écotoxicologique.
Plus rarement, un suivi de la flore (phytoécologie) et de la faune (démoécologie) peut étre mis
en place afin d’évaluer, a long terme, les possibilités de restauration de la biodiversité
(Echaubard, 1995 ; Ramade, 2003).

De fait, le développement de nouvelles méthodes d’analyse et de traitement, mais

aussi l'approfondissement de nos connaissances concernant les interactions
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organismes/polluants, quel que soit I'échelle d’observation biologique choisie (cellule,
individu, population, communauté), doivent avoir une place particuliere au sein des politiques
de recherche et de gestion locales et nationales. Dans ce but, la Région Lorraine s’est investie
en soutenant le G.I.S. « Friches Industrielles » (GISFI) un groupe d’'intérét scientifique
spécialement constitué autour de cette thématique des sites pollués.

Au sein du GISFI, le laboratoire LIEBE de I'Université Paul Verlaine-Metz (UMR
CNRS 7146) a initie, sous linitiative de Jean-Francois Masfaraud, Maitre de Conférences,
des recherches sur les plantes colonisant spontanément les friches. L'intérét de ces travaux
réside dans I'évaluation de la fonction d’habitat des sols pollués, sachant que la présence d’'un
couvert végétal est, en terme de risques, un facteur a considérer puisque limitant I'envol de
particules et linfiltration d’eau vers le sous-sol (Vangronswidal, 1996). Sur un plan
fondamental, il est intéressant de comprendre comment une pression de sélection particuliere,
exercée par la pollution, se répercute sur la structure des communautés qui s'établissent et

selon quels mécanismes.

Contexte scientifique

Le phénomene de tolérance des plantes vis-a-vis des métaux lourds a fait I'objet de
nombreuses recherches. Des le ¥lsiecle, par exemple, le célebre savant Georgius
Agricola rapporte que des végétaux semblent souffrir lorsqu’ils se développent sur des sols
riches en minerais tout en précisant qu'une végétation particuliere s'y observe (Agricola,
1556). Bien que le concept de tolérance n'apparaisse pas encore, il remarque ainsi I'effet
nocif des métaux sur une végétation dite sensible, et la relative tolérance d’'une végétation
plus adaptée. Dans les années 1950, la prospection de minerais de cuivre en Afrique s’est
largement appuyée sur la découverte d’'une pBtiecée Haumaniastrum katangenss de
deux Lamiacées Aeollanthusbiformifolius et Becium hombleitoutes trois confinées a des
sols riches en cuivre (Brooks, 1998). Aujourd’hui, avec 'avénement de I'ére industrielle et
son lot de pollutions, les observations commencent a s’étendre aux sites contaminés.
Cependant, de nombreuses lacunes persistent encore.

En effet, d'une maniere générale, la plupart des études réalisées sur sites industriels ne
présentent que des listes de «végétaux d'intérét » en vue d’analyses d’accumulation dans les
organes aériens ou souterrains et de possibles utilisations en phytoremédiationgiPaichel

2000 ; Freitagt al, 2004 ; Remomet al., 2005). Néanmoins, beaucoup d’auteurs relévent que
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les communautés végétales observées en sites industriels témoignent non seulement d’'une
adaptation aux perturbations d’origine anthropique mais aussi a d’autres facteurs tels que la
sécheresse, associant ainsi des plantes xérophytes a des plantes rudérales, caractéristiques
d’associations phytosociologiques tres diverses et souvent banales (Bitcigl 2000 ;

Freitaset al., 2004 ; Andreucat al., 2006).

Il est possible de caractériser la végétation des friches polluées par les métaux a l'aide
de la classification de Lambinon et Auquier (1963) qui distingue deux types de plantes :

i) les métallophytes strictes, retrouvées uniquement sur les terrains contaminés dans
une région donnée, et regroupant les espaétallophytes absoluds.g.Viola calaminaria,
ou Noccaeacaerulescens qui se développent exclusivement sur des sols riches en métaux
lourds, et les especesétallophytes localege.g. Armeria maritima) qui peuvent également
étre retrouvées sur des sites non pollués de certaines régions.

i) les pseudométallophytesqui regroupent les especes présentes a la fois sur les sols
contaminés et non contaminés de la méme région. Elles sont scindées en trois sous-
catégories : les espéeces pseudomeétallophytes électives ou préférentes, qui sont abondantes et
présentent une plus grande vitalité sur les terrains riches en métaux lourds que sur les terrains
non pollués €.g. Agrostis capillaris Thymus pulegioidesu Rumexacetosa) ; les espéces
pseudométallophytes indifférentes, qui montrent un développement normal quelle que soit la
concentration métalliquee(g. Plantago lanceolata) ; et les espéces pseudométallophytes
accidentelles, qui ne se développent sur les sols pollués que de facon sporadique, et présentent
souvent une plus faible vitalité.

Par ailleurs, si de grandes différences entre les communautés métallophytes persistent
en fonction de I'habitat (Antonoviast al., 1971), certaines associations majoritaires semblent
émerger et suggerent que la présence de métaux lourds toxiques, si elle ne constitue pas
toujours le facteur prédominant du déterminisme des communautés vegeétales, représente tout
de méme un facteur limitant qui contraint les végétaux a s'adapter (Remon, 2006).

Il existe de nombreux articles portant sur I'étude des mécanismes moléculaires de la
tolérance aux métaux chez certaines especes modgiasidopsis thalliana,Helianthus
annuus Phaseolus vulgarjset quelques articles s’intéressant a la végétation des friches
industrielles, dont les détails seront étudiés dans la premiére partie du manuscrit. Cependant,
les réponses cellulaires et physiologiques a un stress métallique des plantes de friches

industrielles sont trés peu documenteées.
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Présentation de I'étude

Ce travail de recherche s’est inscrit en grande partie dans le programme du GISFI et
fat basé sur le fait gu’un sol de friche industrielle peut présenter des concentrations en métaux
ou métalloides telles qu’elles rendent difficile la colonisation naturelle par les végétaux
(Robert, 1996 ; Bourrelier et Berthelin, 1998). Néanmoins, en dépit de forte contamination, la
colonisation naturelle peut s’initier par I'intermédiaire de plantes adaptées aux conditions
édaphiques et climatiques, qui vont s’installer, se développer plus ou moins bien, et pour
certaines se reproduire (Bazzaz, 1996). Cette colonisation spontanée pourrait se traduire, a
terme, par une restauration progressive de la diversité végétale sur les sites pollués avec, selon
la phytotoxicité du sol, I'apparition de combinaisons floristiques tolérantes et spécifiques des
pollutions environnementales en présence.

L’objectif principal de cette these est donc de comprendre le processus de reconquéte
par les plantes des milieux fortement altérés. Dans ce but, nous formulons I'hypothese que la
restauration de la biodiversité végétale est fondée, en partie au moins, sur des mécanismes de
tolérance/défense face aux différentes formes de pollution des milieux concernés. Le caractére
pionnier d’'une espéce serait ainsi lié, en partie au moins, a son aptitude a se prémunir des
effets susceptibles d’étre engendrés par les polluants biodisponibles du sol.

De fait, notre travail a nécessité une approche multidisciplinaire réalisée directement
sur la végétation spontanée d’'une friche industrielle lorraine hautement contaminée par
différents métaux lourds. Elle devrait contribuer & mieux comprendre :

i) I'évolution des communautés vegeétalesen fonction du degré de pollution du
milieu en nous intéressant principalement a leur composition spécifique mais aussi a certaines
de leurs caractéristiques (richesse, diversité, équitabilité) et a leur productivité en terme de
biomasse et d’activité photosynthétique. Cette approche permettra non seulement la mise en
évidence des effets des polluants au niveau de la communauté mais aussi la discrimination des
especes sensibles et tolérantes ainsi que l'observation de stratégies d’adaptation.

i) les mécanismes individuels, cellulaires et moléculairegui rendent la survie et la
reproduction des organismes colonisateurs possibles malgré un environnement altéré. Ainsi,
plusieurs variables impliquées dans la protection cellulaire seront caractérisées et nous
rechercherons, pour certaines especes, de possibles relations avec leurs caractéristiques

individuelles (taille, biomasse) et populationnelles (abondance).
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Organisation du manuscrit

Dans un premier tempsin état des connaissances sur I'ensemble des aspects de la

problématique est développé selon deux volets :

i) Un volet écologique ou seront abordées les causes et conséquences des successions
écologiques, les différentes stratégies démographigues chez les plantes ainsi que leurs
variations écologiques, physiologiques et génétiques aux premiers stades des successions ;

i) Un volet écophysiologique traitant des stress métalliques chez les végétaux ou
seront abordées les notions d’absorption et de distribution des métaux dans les plantes, de
chélation et de complexation, et d'effets phytotoxiques en développant particulierement la

notion de phytotoxicité oxydative.

Dans un second temples résultats de notre étude sont présentés en détail au travers

de 7 articles organisés selon deux axes. Le premier axe développe les mécanismes
écologiques et écophysiologiques mis en jeu lors du processus de recolonisation végétale de
sites pollués. Les themes abordés successivement répondent aux objectifs suivants :

i) Déterminer les caractéristiques écologiques et physiologiques de la végétation
résultant de la recolonisation de sols multicontaminés (Chapitre 3) ;

i) Comparer les réles respectifs des banques de graines et des pluies de graines dans le
processus de recolonisation de matrices contaminées (Chapitres 4 et 7) ;

iii) Analyser les stratégies adaptatives de la tolérance métalligue et notamment les
réponses au stress oxydatif de plantes colonisatrices (Chapitres 5 et 6) ;

Le second axe, lui, s'intéresse a l'aspect appligué de la thématique et la possible
utilisation de nos observations et résultats de terrain. Deux approches écotoxicologiques
seront alors développées avec les objectifs suivants :

iv) Estimer la sensibilité/tolérance (aux polluants présents dans les sols étudiés) de
guelques plantes sélectionnées et leurs possibles utilisations en écotoxicologie et pour
I’évaluation des risques (Chapitre 8) ;

v) Evaluer les effets de différentes techniques de remédiation sur la végétation de sols

pollués (Chapitre 9).
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Chap.1 - Capacités d’adaptation des végétaux et dynamique successionnelle

CHAPITRE 1.

CAPACITES D’ ADAPTATION DES VEGETAUX
AUX STRESS ENVIRONNEMENTAUX ET
DYNAMIQUE SUCCESSIONNELLE
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Malgré leur immuabilité apparente, les écosystémes sont le siege de processus se
traduisant par des flux de matiére et d’énergie (Hollings, 1994). Une perturbation brutale ou
progressive, peut rompre I'équilibre dynamique et la stabilité d'un écosystéme. On va alors
assister a un phénomene dénommeé succession écologique (Angelier, 2002 ; Ramade, 2003).
Ce phénomene peut aussi bien avoir lieu sur sol nu que sur un couvert végétal préexistant. De
nombreux travaux portant sur I'étude des successions écologiques ont été menés et une liste
de ceux-ci inclurait des centaines de références (White, 1979 ; Picket1987 ; Osbornova
et al, 1990), présentant de nombreuses données sur la classification, les causes et les

mécanismes des successions végétales.

[-) ORIGINE ET EVOLUTION DES SUCCESSIONS ECOLOGIQUES

I-1) Possibles origines d’une succession écologique

Les principaux phénoménes pouvant engendrer une succession écologique sont
regroupés sous le terme de « perturbations ». Bazzaz (1983) définit une perturbation comme
un changement brutal des caractéristiques d’'un milieu se traduisant par la détection d'une
réponse de la part des populations en présence. White (1979) classe en deux groupes distincts
les différentes origines des successions écologiques :

i) les origines naturelles regroupant les feux, les ouragans, les inondations, les
glissements de terrain, les tremblements de terre ou les éruptions volcaniques ;

i) les origines anthropiques liées aux activités humaines, regroupant le défrichage,
I'abandon de terres agricoles ou de zones industrielles, les activités minieres ou pétrolieres.

Ces phénomenes sont tous susceptibles d’induire une succession écologique, en

agissant de maniere isolée ou combinée.

[-2) Facteurs influencant les successions écologiques

Tous les facteurs écologiques, sans aucune exception, sont susceptibles, a un moment
ou a un autre, de se comporter comme des facteurs limitants pour certains taxons et

conditionner ainsi la présence/absence d’espéces végétales, et par voie de conséquence la
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productivité primaire des écosystémes (Ramade, 2003). Cette loi du minimum, découverte dés
1840 par Liebig, ne constitue qu’un cas particulier d’'un principe plus général désigné sous le
terme de loi de tolérance de Shelford (1931). Celle-ci stipule que pour tout facteur de
I'environnement existe un gradient (ou intervalle de tolérance) dans lequel tout processus
écologique sous la dépendance de ce facteur pourra s’effectuer; et c'est seulement a
I'intérieur de cet intervalle que la vie d’'un organisme ou I'apparition d'une biocénose seront
possibles.

L’étude des meécanismes d’action des facteurs écologiques (écologie factorielle)
constitue une étape indispensable a la compréhension des réactions propres aux organismes,
aux populations et aux communautés dans les biotopes auxquels ils sont inféodés (Chapman,
1998). Il existe plusieurs modalités de classification des facteurs écologiques dont la plus

courante distingue les facteurs biotiques et abiotiques (cf. Tableau 1.1).

Facteurs climatiques

Température, lumiére, hygrométrie, pluviométrie...
Facteurs [Pollution atmosphérique, teneur en CO2 de l'air...
abiotiques | Facteurs physico-chimiques non climatiques
Granulométrie et composition chimique des sols...
Oxygeéne dissous, pH de l'eau...

Facteurs trophiques

Teneurs en éléments biogenes (sels minéraux)
Facteurs |Nourriture disponible

biotiques | Facteurs biotiques

Interactions intra- et interspécifiques

Présence de microorganismes et phytopathogénes

Tableau 1.1. Classification des facteurs écologiques (modifiée d’aprés Ramade, 2003)

[-2-1-) Influence des facteurs abiotiques

De tous les facteurs abiotiques, celui qui influence le plus la taille et la structure des
communautés vegeétales est I'hnumidité du sol (Véerial, 2007). Ainsi, un sol sec engendra
I'apparition d’'une communauté xérophile alors qu'un sol humide conduira a I'apparition
d’'une communauté hygrophile (Ramade, 2003). La lumiére constitue également un facteur

limitant pour les végétaux. Les espaces ouverts de début de succession seront propices aux
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especes héliophiles tandis que les milieux fermés de fin de succession permettront le

développement des espéces sciaphiles (Ramade, 2003).

Enfin, la composition chimique des sols (charge en métaux lourds, teneurs en

nutriments) va également influencer la composition spécifigue des communautés. La teneur

en nutriments d’un milieu peut influencer la fécondité des plantes via des modifications de la

taille des graines. Des effets sur 'émergence, la survie, la croissance et la reproduction se

feront ressentir sur trois générations en moyenne (ktiab, 1991). Par ailleurs, un sol riche

en métaux lourds sera colonisé par une flore métallicole (Tableau 1.2) tandis qu’un sol riche

en azote sera occupé par des especes nitrophiles (Bastralgri995 ; Pauli et al 2002).

Shallari et al.(1998)
Site métallifére (Serpentine)

Henner et al.(1999)
Site d'une ancienne cokerie et usine a gay

Remonet al. (2005)

Site d'enfouissement de déchets de 1§

londerie

Alyssum murale
Erysimum repandum
Alyssum tortuosum
Sambucus ebulus
Hemiatia hirsuta
Silene gallica

Silene italica

Achillea coarctata
Cichorium intybus
Inula germanica

Picris hieracioides
Xeranthemum annum
Euphorbia myrsinites
Aegilops geniculata
Bromus squarrosus
Poa trivialis
Galamintha nepeta
Teucrium polium
Marrubium peregrmum
Trifolium arvense
Lotus omithopodioides
Ononis spinosa
Epilobium dodonaei
Plantago holosteum
Nigella arvensis
Consolida orientalis
Galium degenii

Linaria peloponnesiaca
Scrophulatia canina
Verbascum blattaria

Brassicaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Caprifoliaceae
Caryophyllaceae
Caryophyllaceae
Caryophyllaceae
Compositae
Compositae
Compositae
Compositae
Compositae
Euphorbiaceae
Gramineae
Gramineae
Gramineae
Labiatae
Labiatae
Labiatae
Leguminosae
Leguminosae
Leguminosae
Onagraceae
Plantaginaceae
Ranunculaceae
Ranunculaceae
Rubiaceae
Scrophulariaceae
Scrophulariaceae
Scrophulariaceae

Daucus carota
Artemisia vulgaris
Cirsum arvensis
Erigeron canadensis
Matricaria perforata
Sonchus oleracerus
Tanacetum vulgare
Echium vulgare
Diplotaxis tenuifolia
Sinapis arvensis
Sysimbrium 4 cinale
Silene dioica
Chenopodium hybridum
Chenopodium murale
Hypericum perforatum
Sedum acrum
Sedum album
Buddleia sp.
Epilobium angustifolium
Epilobium perforatum
Papaver rhoeas
Cynodon dactylon
Digitaria sanguinalis
Festuca rubra

Poa annua

Clematis Vitalba
Rubus sp.

Solanum dulcamara
Solanum nigrum
Verbascum thapsus
Populus Tremula

Apiaceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Boraginaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Brassicaceae
Caryophyllaceae
Chenopodiaceae
Chenopodiaceae
Hypericaceae
Crassulaceae
Crassulaceae
Loganiaceae
Onagraceae
Onagraceae
Papaveraceae
Poeaceae
Poeaceae
Poeaceae
Poeaceae
Ranunculaceae
Rosaceae
Solanaceae
Solanaceae
Verbasceae
Salicaceae

Daucus carota
Achillea millefolium
Artemisia campestris
Chondrilla juncea
Crepis foetidav
Hieracium pilosella
Taraxacum
Tragopogon dubius
Arenaria serpyllifolia
Cerastium glomeratum
Cornus sanguinea
Medicago lupulina
Melilotus albus
Robinia pseudoacacia
Hypericum perforatum
Thymus pulegioides
Plantago lanceolata
Agrostis stolonifera
Arrenatherum elatius
Dactylis glomerata
Elytrigia campestris
Festuca ovina

Poa compressa

Poa pratensis

Vulpia ciliata

Rosa canina
Sanguisorba minor
Veronica arvensis

Apiaceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Asteraceae
Caryophylaceae
Caryophylaceae
Cornaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Hypericaceae
Lamiaceae
Plantaginaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Rosaceae
Rosaceae
Scrophulariaceae)

Tableau 1.2. Exemples de relevés de végétation effectués sur des sites contaminés
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[-2-2-) Influence des facteurs biotigues

La présence de microorganismes dans le sol est également un facteur influencant
grandement les communautés végetales. Certaines especes bactériennes et fongiques, forment
des associations mycorhiziennes favorisant I'assimilation des €léments nutritifs par les plantes
(Marschner et Dell, 1994 ; Joner al, 2000). Au contraire, des espéces pathogenes peuvent
engendrer une forte mortalité au sein des populations végétales ou réduire leur fécondité
(Staskawics et al2001).

Un autre facteur influengant le processus de succession est la composition méme de la
communauté, en particulier la distribution des individus. Ce facteur est souvent appelé
« équivalence des voisins » (Bazzaz, 1996). Par exemple, dans les interactions asymetriques,
les individus faisant preuve de gigantisme absorbent des quantités de nutriments importantes
dont ils privent leurs voisins (Weiner, 1985 ; 1990).

Par ailleurs, comme la diversité spécifique augmente au fur et a mesure de la
succession, lI'équilibre entre les compétitions intra- et interspéciques va s’inverser, les
compétitions intraspécifiques dominant lors des premiers stades, les compétitions

interspécifiques dans les derniers (Bazzaz, 1996).

[-3-) Evolution d’une succession écologique en zone tempérée

Lors d’'une succession écologique, des espéces pionniéres apparaissent au sein du
biotope modifié. Ces plantes, annuelles, lichens et bryophytes, vont alors étre
progressivement remplacées par d’autres végeétaux vivaces, puis, dans certains cas, par des
especes ligneuses (Ramade, 2003). Ces especes de fin de succession sont appelées dryades
dans certains ouvrages (Bazzaz, 1996 ; Ramade, 2003). La succession écologique se
poursuivra ainsi pendant des décennies voire plusieurs siécles jusqu’a ce gu’elle atteigne son
stade ultime d'évolution dénommé climax (Dajoz, 2003). Le climax désigne donc une
association stable d’especes qui caractérise qualitativement et quantitativement l'ultime phase
de développement d’'une biocénose dans une succession. La biomasse et la diversification des
réseaux trophiques y sont maximales par unité d’énergie entrante, la capacité homéostatique
par rapport aux fluctuations de I'environnement (communément appelée résilience) y est
nettement supérieure a celles de toutes les autres communautés pouvant exister au cours de la
succession dans le biotope considéré (Ramade, 2002 ; Satnaildt 2002). On dénomme

« série » la séquence compléte d’une succession. Celle-ci est caractérisée par une séquence
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rigoureuse de stades dénommeés « seres », comportant chacun une biocénose particuliére. Ces
communautés transitoires constituent les stades post-pionniers (stades de développement) de

la succession, et précédent le climax qui en présente l'ultime stade évolutif (Ramade, 2002).

[-3-1-) Composition des communautés : notions de dominance et diversité

De nombreuses études menées aux Etats-Unis (Quaterman, 1957 ; Bazzaz, 1975), au
Japon (Hayashi, 1977 ; 1984) et en Europe Centrale (Osboet@tla 1990) ont démontré
gue les successions végétales observées présentaient les mémes tendances quant aux especes
qui dominaient les communautés aux différents stades. En fait, ces écosystémes en
régénération, malgré leurs différentes localisations géographiques, partagent certaines especes
végetales cosmopolites remplissant les mémes rdles écologiques. Parmi ces espéces, on
retrouve I'annuelle hivernal&rigeron canadensisu I'espéce clonale typique des seconds
stades de stades de successtmiidago canadensisCes especes disposent de grandes
capacités d’adaptation qui leur permettent de dominer ces milieux perturbés (Bazzaz, 1996).

D’une maniere générale, pour I'ensemble de ces régions, il est possible de décrire une
succession écologique par les especes végétales qui vont en dominer chacune des étapes.
Ainsi, Bazzaz (1996) propose un modeéle de succession en zone tempérée se déclinant en cing
étapes (Figure 1.1).

Durant la premiere année de succession, les plantes annuelles vont dominer la
communauté, en particulier |&rassicacéest lesAstéracéeslLa majeure partie de ces
especes correspond aux adventices communément retrouvées dans les terres agricoles
abandonnées ou sur le bord des routes. Parmi les especes qui dominent a ce stade se trouvent
Ambrosia artemisiifoliaChenopodium albunou Polygonum pensylvanicunha plupart de
ces plantes sont directement issues des banques de semences des sols dont le role sera étudié
par la suite (Bazzaz, 1996 ; Luzuriageal, 2005 ; Luo et Wang, 2006).
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Stade Il : Bisannuelles & pérennes
a faible durée de vie

Ex : Aster sp.

Erigeron canadensis

E. annuus

Stade | : Annuelles
Ex : Chenopodium sp.
Polygonum sp.

Stade IIl : Pérennes a longue
& duree de vie
Ex : Solidago canadensis
Perturbation Poa sp.
(sol nu)

Stade V : Climax —
Strate arborescente

Ex : Acer sp. Stade |V : Strate arbustive
Fagqs sp. Ex : Betula sp.
Fraxinus sp Prunus sp.
Quercus sp. Rubus sp.

Crataegus sp.

Figure 1.1. Schéma général d’'une succession végétale en milieu tempéré (modifié
d’apres Bazzaz, 1996)

La seconde année de succession voit les communautés végétales étre dominées par un
mélange de plantes bisannuelles et de plantes pérennes a courte durée de vie. Trés souvent,
ces especes sont déja présentes lors de la premiere année mais, du fait de leur faible taux de
croissance, elles ne dominent les communautés que I'année sulzagéEon annuuset
Erigeron canadensifont partie de ces especes. A ce stade, la compétition devient importante
et les annuelles sont éliminées ou persistent par l'intermédiaire de plantules moribondes. De
fait, elles ne représentent plus qu’une infime proportion de la biomasse de la communauté
mais peuvent contribuer a alimenter les banques de graines (Bazzaz, 1996 ; Wiegleb et
Felinks, 2001 ; Ejrnaest al, 2003).

La troisieme phase est principalement dominée par des plantes pérennes capables de
persister pendant plusieurs années. C’est a ce stade que se multiplient les herbes clonales, en
particulier les membres du genB®lidago. Dans nos régionSplidago canadensida plus
commune des espéces de ce genre, est méme considérée comme une planteHogasive.

pratensiset Agropyron rependgont également partie des espéces les plus rencontrées a ce
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stade. Ces espéces forment souvent des patches monoclonaux qui entrainent I'apparition de
microenvironnements ombragés propices au développement des espéces ligneuses de fin de
succession (Bazzaz, 1996 ; Weseal, 2006). Dans certains cas, les espéces ligneuses sont
dans l'incapacité de se développer, le climax étant alors composé essentiellement d’herbacées
(Wiegleb et Felinks, 2001).

Dans la plupart des cas, les successions vont étre ensuite dominées par les espéces
arbustives qui ont réussi a s'implanter et se multiplier lors des stades précédents. Le plus
souvent, il s’agit de I'aubépin€(ataegus monogyna) et des rondeal{ussp.). C’est aussi a
ce stade que s’effectue la colonisation du milieu par les essences ligneuses, en particulier le
bouleau Betula sp.), le peupliePppulus sp.), le pinRinus nigra) ou les différents membres
du genre PrunuéBazzaz, 1996 ; Ejrnaes et,&003).

Les seres de fin de succession seront totalement dominées par des combinaisons d’'une
ou plusieurs espéces ligneuses parmi lesquelles on retrouve le b@dada §p.), le charme
(Carpinus sp.), les chéneQercussp.), les érablesA¢er sp.), le fréne Kraxinus sp.), le
hétre Fagussp.) ou le peuplieropulussp.). La canopée ainsi formée peut également, dans
certains cas, étre colonisée par des lianes et plantes grimpantes comme les clématites
(Clematis vitalba). Les strates inférieures, enfin, sont toujours occupées par des especes
arbustives, comme par exemple [Escacées (bruyeres) et les viornesvipurnum sp.)
(Bazzaz, 1996 ; Ejrnaes et,@003).

D’une maniére générale, les stades de début et fin de succession présentent des
richesses spécifiques faibles du fait i) des difficultés rencontrées par les plantes pionnieres
pour s'implanter dans un milieu perturbé et ii) de la forte compétition qui sévit au stade
climax. Au contraire, les stades intermédiaires présentent une grande diversité a I'exception

de zones envahies par des especes clonales comme Solidago canadensis

[-3-2-) Structure génétigue des populations et dominance des formes clonales

Les relations entre variations génétiques et performances des populations dans leur
environnement naturel sont complexes (Ayala, 1982 ; Schaal, 1985). Lors des premiers stades
de succession, des pressions de sélection changent les fréquences des génes et permettent aux
génotypes les plus adaptés de dominer les populations. Par exemple, des populations
végeétales colonisant un sol riche en métaux lourds vont devenir, au fil des générations,
toléerantes a ces derniers (Bradshaw et Hardwick, 1989). Cependant, la diversité des

microhabitats colonisés par une population (métaux, nutriments, humidité, lumiere, présence
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de pathogenes...) permet de maintenir une certaine hétérogénéité génétique (Grubb, 1977 ;
Hartgerink et Bazzaz, 1984).

Un autre phénomeéne influencant la structure génétique des populations est la
compétition asymeétrique. Il s’agit du fait que les individus les plus grands absorbent plus de
ressources, conduisant a I'exclusion des plus petits ou tout du moins a une réduction de leur
contribution a la banque de graines du milieu (Weiner, 1988 ; 1990).

La clonalité, enfin, est une stratégie largement utilisée par les communautés végétales
lors des successions : un ortet (issu d’'une graine) va se multiplier par reproduction végétative
pour former de nombreux ramets (individus génétiquement identiques) éiVade 2006).

Les plantes clonales sont souvent rencontrées dans les stades de milieu de succession sous la
forme d’individus appartenant aux genwgster, Rubuset Solidago. Les ramets, bien que
génétiqguement identiques a la base, peuvent évoluer sous l'effet des contraintes rencontrées
au sein des microhabitats colonisés (manque de nutriments, forte compétition inter- et intra-
spécifiqgues). Les clones peuvent alors présenter des rhizomes ou des feuilles de tailles

diverses (Bazzaz, 1996).

I-4-) Mécanismes de recrutement lors d’'une succession

Le recrutement est un phénoméne séquentiel qui dépend des processus pre- et post-
germinatif (production et dispersion des graines, prédation, émergence et croissance) et dont
le produit final est une plante viable et mature capable de boucler son cycle @arvigoet
al. 2005 ; Li et al, 2005).

[-4-1-) Réle des banques de graines du sol

Les banques de graines d’'un sol correspondent a 'ensemble des semences issues des
plantes présentes sur ce sol mais aussi issues de la dispersion des graines (par le vent, la pluie,
les oiseaux ou les fourmis,...) provenant de sites adjacents. Cet apport de graines allochtones
est communément appelé « pluie de graines ». Les banques de semences des sols sont donc en
constant renouvellement, et ont un réle écologique fondamental puisqu’elles sont impliquées
dans la régénération de communautés perturbées (Templeton et Levin, 197%f bhéck
1989).
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Du fait de la longévité des graines et en raison de variations environnementales
aléatoires, les banques de graines de début de succession sont des mélanges d’especes et de
génotypes accumulés sur plusieurs générations. Ainsi, les banques constituent de véritables
pools génétiques qui présentent des variabilités plus fortes que les recrutements d'une
communauté observés au cours d’'une saison (Parrkedr 1989). De fait, la communauté ne
représente qu’une partie du potentiel génétique enfermé dans les banques de graines des sols.

I-4-2-) Longévité des graines et germination

Les graines de la plupart des especes de début de succession possédent des
mécanismes de dormance divers, et leur germination pourrait méme étre induite par les
perturbations a l'origine méme de la succession (Baskin et Baskin, 1988). La plupart des
semences restent viables au sein des banques de graines des sols pendant de nombreuses
années (Thompson, 1992) mais cette durée de vie difféere entre les espéces d'une méme
communauté (Bakker, 1989).

A l'inverse, les graines des especes de fin de succession ont souvent de courtes durées
de vie (Bazzaz, 1979) : elles sont souvent consommées par des prédateurs (Crawley, 1992),
tuées par des pathogenes (Roberts, 1981) ou germent rapidement (Whitmore, 1984). De fait,
les banques de graines jouent un réle moindre dans le maintien des variations génétiques en

fin de succession.

[I-) STRATEGIES ADAPTATIVES ET DEMOGRAPHIQUES DES ESPECES

VEGETALES : EFFETS SUR LES DYNAMIQUES SUCCESSIONNELLES

[I-1-) Stratégies d’adaptation et modéles démographiques

Les étres vivants ne subissent pas de facon passive l'influence des facteurs de
I'environnement. lls présentent a des degrés variés une plasticité écologique leur permettant
de s’adapter aux fluctuations temporelles et/ou spatiales des facteurs environnementaux.
L’existence d’'une réaction compensatrice a toute fluctuation du milieu ambiant concerne tout
aussi bien lindividu isolé que la population ou la biocénose (Chapman, 1998 ; Ramade,
2003).
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[I-1-1-) Fitness et flexibilité environnementale : plasticité et adaptation

La flexibilité écologique des especes résulte en partie de I'existence de mécanismes de
régulation, provoquant des modifications métaboliques de nature homéostatique qui
permettent aux étres vivants de maintenir constantes et a une valeur optimale leurs conditions
internes face a des fluctuations de I'environnement (Schmalhausen, 1949 ; Chapman, 1998).
Globalement, le phénomene de flexibilité environnementale peut se décomposer en trois
phases distinctes dont les définitions varient selon les auteurs (Bazzaz, 1996) :

(i) l'acclimatation, qui correspond a des ajustements graduels et réversibles des
individus en réponse a des modifications rapides de I'environnement. Il peut s’agir d’'une
modification de la conductance stomatale en réponse a des changements de pression
atmosphérique ou d’'une activation rapide de la Rubisco (enzyme essentielle du processus de
photosynthése) lors d'une hausse de lintensité lumineuse. Les plantes pionniéres et
opportunistes, telles quPlantago major ou Setaria faberi présentent tres souvent ce
phénomene d’acclimatation, du fait de leur faible durée de vie et de leur nécessité a puiser
rapidement les ressources du milieu pour atteindre aussi vite que possible leur maturité
sexuelle (Bazzaz, 1996 ; Ramade, 2002).

(i) la plasticité phénotypique définit, pour une espece donnée, sa capacité a faire
évoluer ses caractéristiques biochimiques, physiologiques et morphologiques en cas de
fluctuations environnementales. En d’autres terme, il s’'agit de la capacité d’'un génotype a
exprimer différents phénotypes dans des milieux aux conditions environnementales distinctes,
le phénotype observé conférant alors des avantages aux organismes (Bazzaz, 1996 ; Ramade,
2002).

(iif) 'adaptation qui correspond au phénomene par lequel un individu, une population
ou une communauté modifie génétiquement leurs structures et leurs fonctions pour vivre de
facon optimale dans I'environnement (Ramade, 2002).

La valence écologique d’'une espéce sera d’autant plus grande gu’elle peut supporter
de grandes variations des facteurs de l'environnement. Ainsi, les espéeces pionniéres
présentent souvent une forte valence écologique et sont dites eury-oeciques. A I'opposé, les
especes de fin de succession ont une faible valence écologique et sont dénommées sténo-

oeciques (Zangerl et Bazzaz, 1983 ; Ramade, 2002).

21



Chap.1 - Capacités d’adaptation des végétaux et dynamique successionnelle

lI-1-2-) Stratégies adaptatives et démographiques

Un des caracteres les plus généraux des successions écologiques tient a une
substitution progressive d’espéeces ayant une stratégie de quantité (croissance explosive,
productrices de nombreux propagules) dans les écosystémes pionniers a des espéces ayant
une stratégie de qualité (systéme hautement organisé et économe en énergie) dans les
ecosystemes développés (Blondel, 1979). D’une maniere générale, ce changement de stratégie

peut se décliner de trois manieres :

a) théorie du continuum r — K de MacArthur et Wilson

En ayant recours a la terminologie propre aux lois relatives a la croissance des
populations, la « sélection r » est la forme de sélection tendant a favoriser I'effort reproductif,
propre aux premiers stades de la colonisation, et la « sélection K » celle basée sur I'aptitude a
produire des descendants bien adaptés au milieu, dont I'importance va s’accroitre au cours du
processus successionnel. Il existe donc un continuum r — K a l'intérieur duquel la sélection
devient de plus en plus dépendante de la densité (MacArthur et Wilson, 1967). De ce fait, les
« strateges r » et les « strateges K » sont des especes dont les populations possederont un
avantage sélectif respectivement dans les conditions écologiques propres a la sélection r ou a
la sélection K (Figure 1.2). Néanmoins, cette théorie du continuum r — K possede ses limites
car il est rare d’observer en fin de succession une communauté totalement dominée par les

strateges K.
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STRATEGE r # Fgcondité élevee

Densité variable
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DEMOGRAPHIQUES DES
Instable, Stable, POPULATIONS DE
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MO;;a;gé Gl o ! Figure 1.2. Représentation
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b) théorie du triangle de Grime

Grime (1979) a proposé un nouveau modeéle comprenant trois stratégies (C,S,R)
organisées en triangle (Figure 1.3). Les plantes seraient ainsi compétitives (C), tolérantes au
stress (S) ou rudérales (R). L'avantage de ce modele est de permettre de nombreuses
combinaisons. De plus, une méme espéce peut voir sa stratégie évoluer au fil du temps. Enfin,
ce modéle peut étre utilisé a toutes les échelles de I'écosystéeme, aussi bien au niveau de

I'espéce que de la communauté.

C
Type fonctionnel | Taille Durée de vie | Floraison
C Haute Faible Faible
S Faible Haute Faible
R Faible Faible Haute
SC Moyenne | Moyenne Faible CR CSR €S
SR Faible Moyenne Moyenne
CR Moyenne | Faible Moyenne
CSR Moyenne | Moyenne Moyenne| SR S

Figure 1.3. Triangle des principales stratégies végétales (modifié d’apres Grime, 1979)
C : compétiteur, R : rudérale, S : tolérante au stress

c) théorie de la « sélection d’habitat » de Bazzaz

Malgré leur immobilité, les plantes seraient capables de sélectionner leurs habitats
(Bazzaz, 1996). Elles auraient en effet développé des moyens de détecter et de choisir des
habitats propices a leur développement. La dispersion des graines serait particulierement
importante dans ce processus. Globalement, quatre stratégies ont été proposées :

() une large dispersion des propagules : trés utilisée par les espéces pioniéres qui
produisent de nombreuses graines de petites tailles et tres volatiles capables de coloniser de
nombreux habitats ;

(ii) une dispersion ciblée vers des habitats favorables : utilisée en zoochorie par des
plantes capables d'attirer des agents de dispersion qui déposeront les graines dans des habitats
favorables ;
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(i) une dispersion de graines disposant de réserves, contenant les ressources
essentielles a leur germination et développement ;

(iv) un développement optimisé avec des phases de dormance permettant une
germination contrélée (qui ne débutera qu’en conditions optimales) ou des élongations
racinaires supérieures a la normale pour aller chercher les ressources en profondeur ou sur de

grandes superficies (cas des rhizomes).

11-2-) L'allocation des ressources

Pour utiliser au maximum leurs potentialités, les plantes doivent allouer de maniere
optimale les ressources dont elles disposent. De fait, elles mettent en place des stratégies
d’allocation énergétique influencées par les contraintes environnementales (Harper, 1967).
Certaines especes vont allouer leur énergie a la production de biomasse racinaire favorisant
I'absorption d’eau et d’éléments nutritifs (Bazzstzal, 1987). D’autres privilégieront leur
croissance et leur biomasse aérienne (gigantisme) pour gagner en compétitivité (cf.
compétition asymétrique). D’autres, enfin, alloueront leurs réserves a la reproduction (grand

nombre de graines, graines disposant de réserves énergeétiques...) et a l'obtention de
descendants viables (Silvertown, 1987).

Conclusion

D’une maniere générale, une succession écologique est un processus seéquentiel qui
débute par la colonisation végétale d’'un sol nu pour atteindre, a plus ou moins long terme un
stade climax se traduisant par une communauté pérenne dominée, le plus souvent, par les
strates arbustives et arborescentes. Ce phénomene est influencé par de nombreux facteurs
biotiques et abiotiques dont les actions, isolées ou combinées, vont modifier la composition et

la structure des communautés (Figure 1.4).
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Figure 1.4. Représentation des caractéristiques générales d’'une succession végétale et de

ses facteurs d'influence.

Par ailleurs, I'étude des associations végétales semble étre une voie privilégiée pour
appréhender un milieu et les effets des facteurs abiotiques sur celui-ci. L'étude descriptive et
causale de la végétation est le principe fondamental de la phytosociologie (Braun-Blanquet,
1932). La méthode préconisée consiste a réaliser des relevés floristiques selon une technique
tres classique, développée par Braun-Blanquet (1932). Ces relevés reposent sur I'estimation,
pour chacun des taxons du relevé, de différents parametres comme I'abondance-dominance.
Si les relevés doivent en principe s’intéresser a I'ensemble du regne végétal, la plupart d’entre
eux concernent uniguement les plantes supérieures produisant des graines (Spermaphytes).

Globalement, la phytosociologie peut représenter un outil puissant pour comprendre a

la fois la répartition des espéces et les liens structuraux et fonctionnels qui existent entre elles,
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mais elle apparait aussi comme une science inexacte, sujette a des erreurs d’appréciation
(Brooks, 1998). C’est pourquoi les approches classiques de phytosociologie sont souvent
couplées a des approches démoécologiques. En effet, la réalisation de relevés
phytosociologiques traditionnels permet de récolter un grand nombre d’informations qui
peuvent étre utilisées pour calculer un certain nombre d’indices caractéristiques de I'état de la
communauté comme la richesse spécifique, la diversité de Shannon Weaver ou I'équitabilité
de Piélou (Barbault, 1997 ; Dajoz, 2003). De nombreux autres indices peuvent étre trouvés
dans la littérature mais la plupart font preuve d’'une certaine redondance avec les indices
classiques cités ci-dessus.

Un certain nombre d’études se sont intéressées a la composition des communautés
végétales se développant sur des sols pollués ou riches en métaux lourds @hallari
1998 ; Henneket al, 1999 ; Remoret al, 2005 ; Conesat al, 2007) mais tres peu les ont
caractérisées par des approches démoécologiques. De fait, tres peu d’informations sont
disponibles sur la diversité et I'équitabilité de communautés végétales poussant sur sols

contaminés et sur leurs possibles variations au cours des successions.
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31



Chap.2 — Mécanismes d’action toxique des métaux lourds chez les végétaux supérieurs

L’établissement et I'évolution d’'une communauté végétale sur un sol nu dépendent de
nombreux parametres incluant les parametres physico-chimiques de ce méme sol. De fait,
toute pollution est susceptible d’entrainer a plus ou moins long terme des conséquences sur
les processus de colonisation et de succession. Si la phytotoxicité des composés organiques,
en particulier les HAP, est encore largement discutée, celle des métaux lourds n’est plus a
démontrer (Toppi et Gabbrielli, 1999 ; Sverdrup et al., 2003; Smith et al., 2006).

Les éléments métalliques sont naturellement retrouvés dans I'environnement a des
concentrations généralement faibles (Tableau 2.1.) mais celles-ci peuvent augmenter en raison
d’activités minieres, sidérurgiques, ou agricoles mais aussi du fait de la pollution

atmosphérique générée par le trafic automobile (Prasad, 1999).

Concentrations (pg/L) Concentrations (pg/g)

Eau de mer Eau doucge Sol Sédiments lacustresSédiments maring
Cd | 0,01-0,07 0,07 0,5-1 0,14-2,5 0,02-0,43
Cr | 0,08-0,15 0,50 15-30 7-77 11-90
Cu 0,04-0,1 1,8 15-25 16-44 4-250
Hg 0,01 0,01 0,15 0,004-0,2 0,001-0,4
Ni 0,2-0,7 0,3 1 34-55 2-225
Pb | 0,001-0,015 0,2 50 14-40 7-80
Zn | 0,01-0,62 10 100-150 7-124 16-165

Tableau 2.1. Concentrations environnementales en métaux lourds (Prasad, 1999)

Il convient de distinguer les métaux lourds essentiels et non essentiels. Les premiers
(cuivre, fer ou zinc) sont indispensables aux processus physiologiques des plantes. Les
meétaux non-essentiels (cadmium, chrome, mercure, nickel ou plomb), eux, n'ont pas de
fonction physiologique connue a ce jour et restent considérés comme des poisons cellulaires
pour lesquels les doses tolérables sont tres faibles (Prasad, 1999 ; Rengel, 1999 ; Kabata-
Pendias et Pendias, 2001).

Par ailleurs, de nombreuses recherches s’accordent sur le fait que leur toxicité résulte
non pas des concentrations totales dans les sols, mais de leur fraction biodisponible (Mc
Laughlin et al., 2000 ; Adriano, 2001; Scheiflet al., 2003). Cette fraction est liée a la
mobilité des espéces métalliques qui peut étre définie par leur aptitude a étre transférées vers
des compartiments du sol ou elles sont moins énergiquement retenues, le compartiment ultime

étant la phase liquide représentée par la solution du sol (McLaughlin et al., 2000).
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Les minéraux hérités de la roche mére (argiles ou carbonates) et la matiére organique
héritée de l'activité des organismes et de leur décomposition, forment des phases de rétention
des métaux, en équilibre dynamique avec l'eau interstitielle (Kabata-Pendias et Pendias,
2001).

L’ensemble des constituants du sol forme le « complexe absorbant » (Blanchard,
2000). Ce complexe réalise des échanges entre la phase liquide et la matrice solide du sol,
dépendant de mécanismes de sorption. Deux principaux types d’interactions entre les phases
solide-liquide sont impligués dans la rétention des métaux lourds (Figure 2.1.): i) la
physisorption (adsorption non spécifique résultant des forces électrostatiques entre atomes
portant des charges de signes différents conduisant a la formation d’'un «complexe de sphére
externe»), et ii) la chimisorption (adsorption spécifique faisant intervenir une liaison ionique,
covalente ou de coordination et conduisant a la formation de «complexe de sphére interne»)
(Duchaufour, 1995).

desorption complexation de surface

322 I'4
! ! =,

précipitation de surface
physisorption

chimisorption se—

substitution
inclusion

Figure 2.1. Processus basiques de sorption/désorption des éléments métalliques aux

interfaces solide/liquide (d’apres Manceau et al., 2002)

Les processus de transferts entre la phase solide et la phase liquide sont multiples et
dépendent étroitement des liaisons entre les métaux et la phase solide ainsi que des conditions
physico-chimiques du sol. De fait, tous les processus de sorption, qu’ils soient spécifiques ou
non, sont réversibles, cette réversibilité dépendant des conditions physicochimiques du sol.

Les ions métalliques peuvent donc étre désorbés et remobilisés dans les solutions du sol. Les
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principaux facteurs intervenant dans cette réversibilité sont le pH, le potentiel redox (Eh),
I'activité biologigue ou encore la température (Deneux-Mustin et al., 2003).

|-) ABSORPTION, DISTRIBUTION ET CAPACITES D 'ACCUMULATION DES METAUX

CHEZ LES PLANTES SUPERIEURES

Les métaux sont présents dans les sols, les sédiments, les eaux de surface mais aussi
dans l'air, sous forme gazeuse (en particulier le mercure) ou adsorbés a de fines particules en
suspension (Cavallirat al., 1999 ; Prasad, 1999). De fait, les voies d’absorption des éléments
métalliques par les plantes sont multiples et font intervenir les racines, la tige et/ou les feuilles
(Marschner, 1995 ; Prasad, 1999). Dans le cadre de notre étude portant sur les plantes de sites

pollués, nous nous focaliserons sur I'absorption racinaire.

I-1-) Mécanismes d’absorption des métaux par les plantes

La voie principale d’absorption des métaux se fait par simple diffusion au travers de
'apoplasme du cortex racinaire et de I'endoderme (voie apoplastique). Le transport des
éléments métalliques a travers la paroi cellulaire se fait passivement (dans le sens du gradient
de concentration) par les pores du réseau de la cellulose, de I'hémicellulose et des
glycoprotéines (Figure 2.2.). Cependant, une partie des cations vont étre adsorbés du fait des
charges négatives de surface de I'acide polygalacturonique des pectines (Briat et Lebrun,
1999).

Au niveau de I'endoderme, le transport peut devenir actif au niveau de la membrane
plasmique des cellules de la bande de Caspary (voie symplastique), autorisant cette fois un
transport contre le gradient de concentration. Le transport actif a travers la membrane
plasmique des cellules racinaires est un processus important, car les ions ne peuvent pas
diffuser librement a travers la double couche phospholipidique (Lasat, 2002). Le réle du
plasmalemme dans la régulation du transport métallique est donc primordial.

La membrane plasmique peut limiter I'accumulation des ions toxiques, soit en
modifiant 'ensemble du flux ionique, soit en employant des systemes spécifiques autorisant
un flux ionique qui ne transporterait pas les métaux non essentiels (Meharg, 1993).
Néanmoins, les protéines associées au plasmalemme joueraient un rdle essentiel dans le

transport des métaux a travers la membrane plasmique. Récemment, le gene codant un
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transporteur du feiirtl, a été cloné che&rabidopsis thaliana partir d'une levure (Eidet

al., 1996). Chez A. thaliana, IRT1 (Iron-Regulated Transporter 1) est exprimé dans les racines
en réponse a une carence en fer. Les caractéristiques de ce transporteur et les données
physiologiques indiqguent que ce systeme n’est pas spécifique ; il pourrait également
transporter d’autres ions divalents comme le zinc et le cadmium (Briat et Lebrun, 1999). Cette

compétition entre différents ions entrainerait une déficience en fer responsable de chloroses.
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Figure 2.2. Mécanismes d’absorption, de translocation et de séquestration du cadmium

J/

ZIP transporters
Cd(IT)

Ca*' channels?

chez une plante supérieure (d’apres Clemens, 2006} cellule de gauche est en contact avec le

xyléme, la cellule de droite avec la rhizosphére. Les deux cellules sont connectées de facon symplastique par des
plasmodesmes. PC : phytochélatine, LMW (complexe de faible poids moléculaire), HMW (complexe de haut

poids moléculaire), GSH : glutathion. HMA4, Nramp3, CAX2 désignent de possibles transporteurs du cadmium.

D’autres systemes comparables ont été mis en évidence par expression fonctionnelle
chez A. thaliana. Ainsi, COPT1 (Copper Transporter 1) est un transporteur du cuivre,
retrouvé dans les fleurs, les tiges et les feuilles, mais pas dans les racines. Son implication
dans I'absorption racinaire est donc peu probable. Par opposition, ZIP1 et ZIP3 (Zrt-Irt like
proteins), exprimées lors d’une carence en zinc, sont exclusivement racinaires. Enfin, ZIP4,
localisé a la fois dans les parties racinaires et aériennes, jouerait un réle dans la translocation
du zinc. La modulation de I'expression de ces génes pourrait donc contribuer largement a la
tolérance observée chez certaines especes (Clemens et al., 2002).

Malgré ces nombreuses observations, les mécanismes exacts de I'absorption de

certains éléments métalliques sont encore mal connus (Greger, 1999 ; Chaignon, 2001).0On
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considére de nos jours que le plomb et le nickel sont absorbés passivement via certaines
protéines de type porine, alors que le zinc et le cuivre sont absorbés activement par une
protéine de transport sélective, nécessitant de I'énergie (Kabata-Pendias and Pendias, 2001).
Par ailleurs, bien que le transport actif soit en principe spécifique, certains métaux toxiques
(cadmium, chrome ou plomb) sont des compétiteurs potentiels vis-a-vis des métaux
essentiels. Par exemple, le cadmium est un compétiteur bien connu du calcium et est capable
d’emprunter les canaux calcigues membranaires (Greger, 1999 ; Toppi et Gabbrielli, 1999 ;
Perfus-Barbeoch et.al2002).

I-2-) Transport et distribution des métaux au sein de la plante

Apres leur absorption, le transport des éléments dans le xyleme de la plante vers les
parties aériennes, appelé « translocation », peut nécessiter ou non des agents complexants, tels
gue les acides organiques, les acides aminés et divers peptides : le fer est pris en charge par le
citrate, le zinc peut étre transporté par un complexe anionique, le cuivre et le zinc sont
majoritairement chélatés par I'histidine. Toutefois, le cadmium serait transporté sous forme
libre (Alloway, 1995 ; Krameet al., 1996 ; Greger, 1999). Le transport des éléments toxiques
par le phloéme est moins important du fait que les cellules qui le constituent sont vivantes et
forment un piege supplémentaire (Greger, 1999). Toutefois, chez certaines plantes, la
nicotinamine, dérivée de la méthionine, pourrait étre responsable du transport de métaux (fer
cuivre ou zinc) dans la séve du phloeme (Briat et Lebrun, 1999).

La distribution des métaux aux organelles des cellules foliaires s’effectue via
I'apoplasme et le symplasme (Karley al., 2000), des métallochaperones, telles CCH1
(Calcium-Channel 1), des ATPases semblant impliquées dans ce processus (Hehelbjau
1998). Par exemple, des pompes RAN1 (Responsive to Antagonist 1) seraient nécessaires
pour fournir le cuivre nécessaire aux récepteurs de I'éthylene (Hirsgtaatha1999).

Les métaux essentiels en exces et les métaux non-essentiels peuvent étre soit expulsés
hors des cellules via un efflux contrélé par des transporteurs membranaires de type ATPase
(Briat et Lebrun, 1999), soit séquestrés dans les vacuoles des cellules foliaires @g€raimer
2000). Les cellules dans lesquelles s’effectuent prioritairement ces séquestrations different
selon les espéces. Ainsi, ch&z caerulescensla séquestration du cadmium et du zinc
s’effectue surtout au niveau des cellules de I'épiderme (Kigipar, 1999) alors que chéz

halleri, elle s’effectue au niveau du mésophyle (Kupperal., 2000). Par ailleurs, des
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structures cellulaires différenciées appelées trichomes joueraient également un réle majeur
dans la séquestration et la détoxication des métaux. AinsiBechegica juncea, les trichomes

des feuilles auraient des concentrations en cadmium 40 fois plus importantes que la moyenne
foliaire (Saltet al., 1995). De méme, le nickel et le zinc seraient accumulés préférentiellement

dans ces structures chez Alyssum lesbiastunabidopsis haller{Kupper et al., 1999).

I-3-) Capacité d’accumulation des métaux par les plantes

Certaines plantes accumulent des quantités inhabituelles d’éléments métalliques : 100
mg/kg ps pour le cadmium, 1000 mg/kg ps pour le nickel, le cuivre et le cobalt ou encore 10
000 mg/kg ps pour le zinc et le manganése. Ces espéces sont qualifiees de plantes «
hyperaccumulatrices »e(g. Alyssum bertolonii, Sebertia acuminata, Silene cobalticola,
Thlaspi caerulescens, Brassica napBseris vittata) (Brooks, 1998). Prés de 500 espéces
hyperaccumulatrices ont déja été recensées (Prasad et Freitas, 2003).

Chez Armeria maritima subsp. halleri, dans les feuilles les plus agees, les
concentrations de cuivre, cadmium, zinc et plomb sont 3 a 8 fois celles des jeunes feuilles
(Dahmani-Mulleret al., 1999). Leur abscission permettrait de diminuer la concentration en
métaux dans les plantes.

A l'échelle cellulaire, cette accumulation resulterait d’'une compartimentation des
métaux dans la vacuole, grace a plusieurs familles de transporteurs protéiques. Par exemple,
un transporteur tonoplastigue appartenant a la famille des protéines GTP (Guanine tri-
phosphate) a été identifié chez un écotyp&itkne vulgaridolérant au zinc. Le transport de
zinc sous forme ionique dans les vacuoles dépend de la présence de magnésium et de GTP et
permet la détoxication du zinc plus rapidement que chez I'écotype sensible (Chardzinnens
al., 1999). ChezZRauwolfia serpentina, le cadmium forme, avec les phytochélatines, des
complexes de faible masse moléculaire, qui s'agregent les uns aux autres par des ponts
sulfures pour former des complexes de masse moléculaire élevée. Ceux-ci seraient alors
transportés par un complexe protéique spécifigue dans la vacuole. Le pH vacuolaire
provoquerait la dissociation du complexe, et les ions seraient pris en charge par les acides
organiques présents, tels que le malate, le citrate ou encore I'oxalate (Toppi et Gabbrielli,
1999).
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I-4-) Mécanismes de chélation et de complexation des éléments métalliques chez les
plantes

La plupart des éléments métalligues sont capables de se complexer a diverses
molécules et substances organiques présentes dans les vaisseaux ligneux (phloeme, xyleme) et

dans les cellules foliaires et racinaires (Prasad, 1999).

I-4-1-) Mécanismes de complexation et chélation

Le mécanisme de complexatiordes ions métalliques se fait selon le mécanisme
d’Eigen-Tamm (Hewkin et Prince, 1970) illustré par la Figure 2.3. Le mécanisme implique un
contact entre I'ion métallique et un ligand, chacun étant hydraté (Figure 2.3). Ensuite, il y
aurait formation d’'un complexe de sphére externe, au sein duquel l'ion et le ligand seraient
séparés par une couche d’eau. Finalement, les couches d’hydratation de I'ion et du ligand
pourraient se confondre tandis que I'ion et le ligand établiraient une liaison de coordination,

conduisant & un complexe dit de spheére interne (Figure 2.3).

_5: e “/'C N —— @ e © ..O; o

e 0 kE 1 O kil
hydrated hydrated outer sphere inner sphere
metal ion ligand complex complex

Figure 2.3. Mécanisme d’Eigen-Tamm intervenant dans les processus de complexation

et de chélation (d’aprés Prasad, 1999).
Dans le cas d’'unehélation, des étapes supplémentaires sont a considérer. Il s’agit en
grande partie de formation de liaisons de coordination supplémentaires au sein de la sphere

interne (Wilkins, 1991).

[-4-2-) Différents types de ligands

La présence intracellulaire de ligands organiques, qui assurent une complexation de
nombreux ions métalliques constitue a I’heure actuelle un aspect fondamental de la résistance
aux meétaux lourds. Chez les végétaux, quatre groupes principaux de ligands intracellulaires

ont été caractérisés :
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[-4-2-1-) Les métallothionéines et molécules apparentées

Les métallothionéines (MT9ont des protéines thiolées largement distribuées parmi les
procaryotes et chez la plupart des eucaryotes. Elles ont été classées en trois groupes.

Les MT de classe | et Il sont caractérisées par leur richesse en cations métalliques et
par leur forte proportion de résidus cystéines (environ 30 %). Elles se distinguent aussi par
leur faible masse moléculaire (6 a 8 kDa et 60 a 75 acides aminés), par leur thermorésistance
et par I'absence de résidus aromatiques. Bien que leurs séquences en acides aminés soient tres
variables d’'un organisme a un autre, il semblerait que la structure tridimensionnelle soit bien
conservée. Elles présentent deux domaines globulaires distincts, dépourvus de structure
secondaire et reliés entre eux par une courte séquence de transition (Figure 2.4.), chaque
domaine étant responsable de la fixation de plusieurs cations métalliques divalents ou
monovalents (Robinson et al., 1993).

De nombreuses observations ont montré que les MT pourraient étre impliguées dans
des mécanismes de tolérance, notamment vis-a-vis du cadmium, du cuivre ou du zinc. Chez
Arabidopsis thaliangar exemple, la présence de cuivre stimule la biosynthése de MT et la
variation écotypique de la tolérance a ce métal est corrélée au taux de transcription des genes
MT (Murphy et Taiz, 1995).

Figure 2.4. Schéma d’'une métallothionéine complexant sept atomes de zinc (d’apres

Hansen, communication personnelle)
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La surexpression de génes MT, dans des organismes aussi variés que des
cyanobactéries, des levures, des cellules de mammiferes ou des plantes (Misra et Genamu,
1989) peut s’accompagner d’'une augmentation de la tolérance a certains meétaux lourds
(cadmium, cuivre ou zinc). Cependant, il faut souligner que la synthése de MT ne constitue
probablement pas une réponse spécifique a I'exposition métallique. En effet, ces protéines
s’accumulent également en réponse a d’autres stress (chocs thermiques par exemple) ou sous
I'effet d’hormones. Ainsi, la présence universelle des MT dans le monde vivant et leur
synthese dans des situations variées, suggerent que ces protéines seraient plutét impliquées
dans le contrdle général de 'homéostasie cellulaire et non dans les réponses spécifiques aux
métaux lourds. Les hyperaccumulateurs ne semblent d'ailleurs pas se distinguer par leur
richesse en MT (Robinson et al., 1993 ; Murphy et Taiz, 1995).

Le troisieme groupe (MT de classe 3) n’est rencontré que dans le régne végétal et

rassemble des molécules appelées phytochélatines (Prasad, 1999).

[-4-2-2-) Les phytochélatines et thiols apparentés

En se basant sur I'analyse des acides aminés du choux, Wagner (1984, cité par Cobbett
et Goldsbrough, 2000) fut le premier a mettre en évidence un complexe entre le cadmium et le
glutathion (Figure 2.2). Par ailleurs, des étudesSsinizosaccharomyces pomisegposée au
cadmium ont conduit a la découverte de complexes renfermant une association cystéine-
cadmium, alors nommés cadystine A et B, de composition similaire en acides aminés mais
différant par leurs masses moléculaires (Koatal., 1985, cité par Zenk, 1996). Néanmoins,
ce sont les travaux de Gr#t al. (1985) menés chdzauwolfia serpentina qui ont permis
d’établir la structure de ces molécules, selon un mode®@u-Cys)-Gly avec n compris
entre 2 et 11 (Figure 2.5.), bien que le plus souvent seuls les peptides ayant un n maximum de
5 a 7 soient observés (Cobbett et Goldsbrough, 2002).

Le terme « phytochélatines » fait aujourd’hui I'objet d’'un large consensus, bien
gu’elles soient toujours placées dans les MT de classe Il (Prasad, 1999). Il est vrai qu’en plus
des plantes, ou leur occurrence a été déemontré pour plus de 200 espéces incluant des divisions
taxonomiques variées comme les bryophytes, les phytophytes, les ptéridophytes ou les
spermaphytes (Gekelet al., 1989), les phytochélatines ont également été observées chez des
champignons (Grilet al., 1986 ; Kneeet al., 1992) et des séquences homologues ont été
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découvertes chez le nématodaenorhabtidis eleganst chezChironomussp. (Clemenset
al., 2001 ; Cobbett et Goldsbrough, 2002).

H,  CH,SH
cH g e i COH
H—|—HN NH a
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)c,, CH,  NH ﬁ \CH;/
HOLC H o .
., — _v._.—.._.l\.——-—.___\/_’_.——n——-’
¥-Glutamic acid Cysteine Glycine

Phytochetatin (PC)

Figure 2.5. Structure d’'une phytochélatine (modifié d’apres Prasad, 1999)

Sur le plan terminologique, lorsque la glycine terminale est substituée par de la sérine
(Klaphecket al., 1994), du glutamate (Meuwdt al., 1993), de la glutamine (Kubaga al.,
2000) on parle d’ «iso-phytochélatines ». Lorsque la glycine est substituée par3de la
alanine, ils sont nommés homo-phytochélatines (€tidl., 1986). Toutes ces molécules sont
regroupées sous le nom de thiols apparentés aux PC qui comprennent également le glutathion
(y-Glu-Cys-Gly), capable de chélater les métaux via son groupement —SH (Gusmaei-Lima
al., 2006).

a) La PC-synthase : activation et réactions catalysées

Les PC sont synthétisées par yeglutamylcystéinyl dipeptidyle transpeptidase,
couramment nommée PC-synthase (E.C. 2.3.2.1.5). Cette enzyme cytosolique catalyse le
transfert d’'un motif-Glu-Cys, issu d’une premiere molécule de glutathion, sur une seconde.
La réaction se poursuit avec le transfert du méme motif sur la PC2 pour aboutir a la formation
d’'une PC3, et ainsi de suite jusqu’a PC11 (&itlal., 1989). Ainsi, il a été démontirévitro
gu’un extrait brut de levure exprimant une PC-synthase, ajouté a une soluji@Biwdeys,
conduit a la formation de+{GIu-Cys)n (avec n = 2 a 4) (Rauser, 2000). Cette enzyme serait
eégalement responsable de la synthése d’iso-PC2 contenant de la sérine (K&tphkck
1995).
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Les données issues de manipulations effectuéeSilkume cucubalugGrill et al.,
1989), surOriza sativa (Yaret al., 2000) et suNicotiana tabacun{Nakazaweet al., 2002)
convergent quant aux caractéristiques de I'enzyme : i) une masse moléculaire de I'ordre de
95000 a 100000 Da, ii) 4 sous-unités dont un dimere de 55000 Da (Figure 2.6.), iii) un pH

optimum de 7,5 et iv) une température optimale de 35°C.

Figure 2.6. Modele tridimensionnel d’'une
PC synthase (Vivarés et al., 2002)

Cette enzyme est exprimée constitutivement chez les plantes (Rauser, 2000) et elle est
activée en quelques minutés,vitro, par les ions métalliques. Le cadmium est généralement
I'activateur le plus puissant, les suivant se classant ainst ZRb Sb> Ag> Ni> Hg> As >
Cu chezRauwolfia serpentina (Grikt al., 1987) et Pb Ni> Ag> Cu> Zn chez le riz (Yan
et al., 2000).

Peu de données sont disponibles au sujet des expositions polymétalliques. A partir
d’extraits de cellules de tabac, on peut constater que l'induction par un mélange Ag/Cu/Hg/Cd
n'est pas plus importante que celle obtenue avec le mélange Ag/Cu/Hg. Par ailleurs,
I'association du cadmium a zinc, plomb, nickel, mangnése ou cobalt provoque une induction
plus importante que ces meétaux seuls mais identique a celle par le cadmium seul (Nakazawa
et Takenaga, 1998).

Les modeles concernant I'activation de cette enzyme ont évolué au fil du temps. Les
premiers modeles (Cobbett, 1999) supposaient une fixation des métaux sur la région C-
terminale riche en cystéines. Restait cependant la question de l'activation par un large éventail
de métaux. Les travaux de Vatamanatkal. (2000) ont montré que l'activation de I'enzyme
passait par un complexe GSH-M&taBSH, ce qui expliquerait la variété des activateurs. Par
ailleurs, une diminution de la concentration en ions métalliques libres dans le milieu ainsi
gu’'une baisse du taux de GSH sont responsables de la rétro-inhibition de I'enzyme (Loeffler
et al., 1989 ; Vatamaniuk et al., 2000).
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Enfin, il n’existe encore que peu de travaux sur les mécanismes de régulation des
géenes codant la PC synthase, méme si deux gAtlS31 etAtPCS2) codant pour deux PC
synthases fonctionnelles ont été identifiés cAezhaliana (Cazalé et Clemens, 2001), un
(TaPCS1) chez le blé, et deux autres chez le @&PCS1 etOsPCS2) (Cobbett et
Goldsbrough, 2002). Les seuls résultats disponibles semblent indiquer que les taux d’ARNm
correspondant &tPCS1 semblent indépendants de la concentration en cadmiuet @fa
1999) alors que le taux du transcrit T®@PCS1 augmente avec la concentration en cadmium
(Cobbett et Goldsbrough, 2002), supposant différents niveaux de régulation de I'expression

de ces genes suivant les especes étad, 2002).

b) Complexation symplasmigue des métaux

Bien que de nombreux métaux induisent la synthese darP@sp etin vivo, tous ne
sont pas complexés par ces substarioegvo, la formation de complexes est avérée pour le
cadmium (Grillet al., 1985), I'argent (Mehrat al., 1996), I'arsenic (Schmdger et al., 2000)
ou le cuivre (Léopolcet al., 1999).In vitro, une association avec le mercure est rapportée
(Mehraet al., 1995).

Apres filtration sur gel d’extraits végétaux, I'analyse des complexes formés montre
deux pics bien séparés conduisant a la distinction de complexes de hauts poids moléculaires
(HMW) et ceux de faibles poids moléculaires (LMW) (Toppi et Gabbrielli, 1999). Les LMW-
PC sont formées de PC ou n = 2 a 5, tandis que les HMW-PC sont formées de P® ou n
(Toppi et Gabbrielli, 1999). Notons toutefois que ces définitions peuvent varier en fonction
des auteurs.

In vivo, les LMW-PC chélatent le cadmium dans des rapports molaires Cd/Cys de
I'ordre de 0,6 (Morelliet al., 2002)In vitro, des analyses en spectrométrie EXAFS (Extended
X-ray Absorption Fine Structure) ont permis de mettre en évidence des complexes ou le
cadmium est coordonné par quatre cystéines (motiPCd}) et ou le rapport Cd/Cys n’est
que de 0,25 (Figure 2.7.). Ces données suggerent donc que les complexemformoe&ie

structure encore inconnue) sont plus efficaces que ceux formés in vitro (Strasdeit et al., 1991).

I|—t|—tr‘ 1|‘I|—I|—' Figure 2.7. Chélation du cadmium par des PCs

5. S S S S 5 RS \ :
o ed d synthetiséesin vitro (modifié d’apres Strasdeitet al.,
s

s &7 s 57 s 1991).
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c) Localisation cellulaire

Chez les plantes, les complexes LMW, cytosoliques, seraient tres vraisemblablement
transférés dans la vacuole ou un réarrangement interviendrait lors de I'incorporation des ions
sulfures donnant naissance aux HMW (Figures 2.2 et 2.8). Cette hypothese est appuyée par la
découverte, chez I'avoine, d’'un transporteur tonoplastique (Mg-ATP dépendant) des PC et
PC-Cd (Salt et Rauser, 1995), fonctionnellement analogue aux transporteurs HNBI'1 de
pombedont la mutation est clairement en relation avec l'incapacité de cet organisme a former
des HMW (Ortiz et al., 1992).

Par ailleurs, une activité antiport tonoplastique®'Gtf a également été mise en
évidence chez l'avoine (Salt et Wagner, 1993) et une levure dépourvue de PC-synthase a été
capable de transférer dans la vacuole des motifs GSHGSH, par I'intermédiaire d’un
transporteur ABC (ATP-Binding-Cassette ; Cobbett et Goldsbrough, 2002).

Glu + Cus Cysteine
sulfinate
GCS '
AaluCus

e Cd*
LS '

GSH ————L—— Cd(GSH)» i

> complexes
a.a.

. PCS |‘ sulfide (s ) q H' pump
PC “|
E ~ 2 X H \ Y
N . Sulfide
' ~ | Cd | i I
LMW PC-Cd ______%P IMWPCCd Nt |
complexes -,hmrf complexes LMW PC-CdS
| analog complexes
| 7 .
“‘utoplas , gt N
cytoplasm vacuole P( R
]

Figure 2.8. Schéma de la synthése et du devenir des phytochélatines chez les végétaux
(modifié d’aprés Salt et Wagner, 1993 ; Cobbett et Goldsbrough, 2002}CS :vy-glu-cys
synthase, GS: glutathion synthase, GSH : glutathion, LMW-PC : Phytochélatines de faible poids
moléculaire, HMW-PC : Phytochélatines de haut poids moléculaire, PCS : PC synthase, a.a. : acides

aminés. Ycfl et hmtl désignent de possibles transporteurs des complexes.
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d) Fonctions cellulaires, défense et tolérance

Les différentes observations évoquées précédemment soutiennent I'idée répandue que
les PC auraient un réle important dans la tolérance des plantes aux métaux lourds. Cette idée
est encore renforcée par I'observation, chez la moutarde, de lignées Cd-tolérantes présentant
des taux de PC plus élevées que dans les lignées sensibles (Zenk, 1996). De plus, la
surexpression des enzymes de synthése des précurseurs des PC favorise 'accumulation et la
tolérance au cadmium tandis que leur inhibition (via ajout de BSO, L-buthionine-[S,R]-
sulphoximine) entrainent des effets inverses (&hal., 1999a ; 1999b). Les résultats les plus
convaincants restent i) l'isolation de mutants cadd. dhalianaplus sensibles au cadmium
que le phénotype sauvage et déficient pour la PC synthase (Hawddn 1995) et ii)
I'identification du géne AtPCS1 chek thaliana et d’'un homologue ch& pombedont la
délétion rend les organismes sensibles au cadmium et incapables de synthétiser dest PC (Ha
al., 1999).

Toutefois, il apparait aussi que la tolérance aux métaux ne passe pas exclusivement par
les PC, notamment dans le cas de populations établies dans des milieux dont les teneurs en
métaux sont particulierement élevées, comme les friches industrielles €bcilat 2002 ;

Wojcik et al., 2005). Ainsi, une population toléranteSikene vulgariexposée a du cadmium

ou a du zinc synthétise trois fois moins de PC que la population sensible, la fonctionnalité des
PC synthases et la dégradation des PC étant sensiblement identiques (léamhed993 ;

De Knechtet al., 1995). Un schéma similaire a été plus récemment observé lors de la
comparaison des réponses au cadmiunh.dmerulescenfhyper-accumulatrice) &t. arvens

(non accumulatrice) par Ebles al. (2002) et d&olanum nigrunthyper-accumulatrice) &.
melongena (non accumulatrice) par Satral. (2007). De plus, I'étude comparative de deux
populations de carottes montrent que les concentrations en PC et cadmium intracellulaires
sont plus faibles chez les mutants tolérants, et seraient en relation avec une excrétion plus

importante du cadmium (Kim et al., 2000).

I-4-2-3-) Cas des acides organigues

Les acides organiquesprésentent un autre groupe de chélateurs naturels (Figure 2.9)

tels que des acides dicarboxyliques (acides fumarique, malique, oxalique) ou des acides
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tricarboxyliques (comme [I'acide citrique). Toutes ces petites molécules sont clairement
impliquées dans les phénoménes d’accumulation (Prasad, 1999). On observe souvent une
stimulation de leur synthése en présence de métaux lourds, ce qui laisse penser qu'elles
assurent le transport xylémien des ions métalligues depuis les racines vers les parties
aériennes de la plante (Clemeansl., 2002). De plus, des observations ont clairement montré
gue, au moins dans certains cas, des acides organiques sont directement impliqués dans les

meécanismes de tolérance (Prasad, 1999).

O
coo (@) . ) o (c)
! = Ol HO—CH
HOOC — CHp — G — CH,— COOH AN 7 |
| //C*C\ f|:H2
oH 10 O—H £
= 0" oH

Figure 2.9. Formules developpées des acides citrique (a), oxalique (b) et malique (c)

Ainsi, les capacités d’hyperaccumulation et de résistance de certaines variétés de blé
noir (Fagopyrum esculentunvis-a-vis de I'aluminium sont directement dépendantes de la
synthese d’acide oxalique (M& al., 1997). De méme, une synthése accrue de malate a été
observée chez une population toléranté&estuca rubrase développant sur des dépébts riches
en cuivre et zinc, par rapport a une population sensible provenant d’'une prairie (Hagtngton
al., 1996). Ces deux exemples suggerent donc que la tolérance aux métaux chez quelques
métallophytes hyperaccumulatrices serait acquise par une synthése spécifique de petites

molécules organiques complexantes.

I-4-2-4-) Les acides aminés

Les acides aminékbres, comme la proline, I'histidine et la cystéine, s’accumulent
lors d’un stress métallique et pourraient étre eux aussi impliqués dans la chélation de divers
métaux lourds, notamment du zinc et du nickel (Bert, 2000 g8ah, 2007). C’est ainsi que
I'accumulation et la tolérance au nickel dans le genre Alyssum semblent principalement dues a

une synthese accrue d’histidine (Krareeal., 1996).
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[1-) PHYTOTOXICITE DES METAUX LOURDS

Les principaux symptdmes observés chez les plantes suite & une exposition métallique
sont une inhibition de la croissance, une chlorose foliaire, des lésions nécrotiques conduisant
a un jaunissement progressif puis a un repliement ou un desséchement du feuillage (Toppi et
Gabbrielli, 1999). Les mécanismes moléculaires liés a ces symptdbmes sont encore mal connus
mais il semble que deux voies puissent étre distinguées : i) une toxicité liée aux ions
métalliques capables d’interagir directement avec divers processus physiologiques (
biosynthese des tétrapyrroles) et ii) une toxicité liée a la production d’especes réactives de
'oxygéene (ERO) pouvant elles-mémes causer des dommages cellulaires, en particulier au
niveau des lipides membranaires via le processus de lipoperoxydation et par altération du
matériel génétique (Toppi et Gabbrielli, 1999).

11-1-) Effets directs sur la physiologie de la plante

11-1-1-) Métabolisme des tétrapyrroles et photosynthése

L'appareil photosynthétique apparait comme étant une des principales cibles des
métaux lourds et leurs impacts sur ce dernier ont déja fait lI'objet de synthéses
bibliographiques (Prasad, 1995a ; 1999). Globalement, trois types d’'impact sont releveés : i)
des effets sur la biosynthese des tétrapyrroles (et donc des chlorophylles), ii) des inhibitions

des photosystemes et iii) des interactions moléculaires au niveau du cycle de Calvin.

11-1-1-1-) Effets sur la biosynthése des tétrapyrroles

La diminution du taux de chlorophylle chez les plantes exposées aux métaux lourds est
un phénomene tres courant et supposé comme étant préliminaire a l'inhibition de la
photosynthese (Prasad, 1999). Le cuivre semble plus affecter la biosynthése des chlorophylles
que le cadmium chekemna trisulca (Prasadt al., 2001) etChlamydomonas reinhardtii
(Prasadet al., 1998) qui lui-méme semble avoir plus d’effets que le plomb €Thézum

aestivum(Oncelet al., 2000). Cependant, les effets observés semblent dépendre de I'age des
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feuilles, les feuilles matures étant plus sensibles que les feuilles néoformées (Baatglo
1988 ; Krupa et Moniak, 1998).

Par ailleurs, dans le cas de I'épinard ayant subi une exposition au cuivre, les effets sur
la concentration en chlorophylle semble dépendre de la population concernée : une population
tolérante présentera une hausse du taux de chlorophylle alors qu’'une baisse sera observée
chez une population sensible (Prasad, 1999). Les mémes observations ont été faites avec
Silene cucubalu@_olkema et Vooijs, 1986)

De nombreuses études ont été menées pour connaitre les cibles des métaux au niveau
de la voie biosynthése des chlorophylles (Stobtml., 1995 ; Shalyget al., 1997). Cinq
enzymes seraient inhibées par une interaction des métaux avec des groupements thiols. Trois
de ces enzymes sont indiquées sur la Figure 2.10., les deux autres étant 'ALA-synthase
(intervenant en amont des processus présentés Figure 2.10.) et la protochlorophyllide

réductase (intervenant en aval de la Mg-chélatase).

Glutamate

c5 Pamwayl

FBG Urogen il x
deaminase synthase

ALA

dehydraiase i Uragen Il methylase

5-Aminolaevulinis PGrpho- Hydroxymethyl-
acid (ALA) biinogen > bilane > Uroporphyrinace
(PBG) Uragen Ml decarboxylase
Coproporphyrinogen [l
Coprogen oxidase

Protoporphyrinogen 1X
Protogen oxidase

Protoporphyrin
Feﬂnche.’ataseg/ Mg-chelaiase

u;:;- ynnIX
I
haem oxygenase I I

- I
phytochromabilin synthase ‘I( v

‘ PHYTOCHROMOBILIN | | CHLOROPHYLL |

Figure 2.10. Effets des métaux sur la biosynthese des tétrapyrroles (modifié d’apres
Prasad, 1999)Les activités des enzymes entourées sont connues pour étre inhibées par les métaux

chez Cucumis sativuslordeum vulgaregPhaseolus vulgarjou Triticum aestivum
Parallélement aux diminutions du taux total de chlorophylles, des influences des

métaux sur le rapport chl a/b ont également été décrites. Ainsi Mehradt (2001) ont

observé une diminution de ce rapport lors d’expositions au zind.aliem perenne
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Récemment, Dazgt al. (2008), ont observeé le méme effet lors d’expositions au chrome chez
la mousse aquatique Fontinalis antipyretica.

11-1-1-2-) Effets sur les photosystemes

La plupart des métaux lourds alterent I'appareil photosynthétique (Tableau 2.2), la
dose et la durée d’exposition étant deux facteurs determinants des effets engendrés (Chugh et
Sawhney, 1999). D’'une maniere générale, le photosysteme Il (PSll) semble plus sensible que
le photosystéeme | (PSI) tandis que le cadmium et le cuivre semblent étre les métaux les plus
nocifs. Par ailleurs, les effets du cadmium semblent dépendre en partie des concentrations
cellulaires en fer et en calcium (Siedlecka et Krupa, 1996 ; Skorzynskatalit1998). Les
effets du cuivre, eux, semblent dépendre uniquement de la concentration cellulaire en calcium

(Maksymiec et Baszynski, 1999).

g%

Sites d'action Métaux A@
Phottzgyﬁteme | Cu, Pb, Zn [20p- ]
Photosysteme Il Cd, Co, Cu, Hg,
(P2) Ni, Pb, Zn s
Plastoquinones
Cd, Cr, Cu, Zn
(PQ)
Cytochromes b6/f Cu, Ni
PIastoF():yanlnes Cu, Hg, Ni il
- (dC) _ 99000 Nvs v 6000
erredoxines .
(Fd) Cd, Cu, Hg, Ni, Zn g) o
@ @ @ Th Iagd Interior

Tableau 2.2. Cibles des métaux au sein des chaines de la réaction lumineuse de la
photosynthese (modifié d'apres Prasad, 1999Abréviations: P1, photosysteme |; P2,

photosysteme Il ; Fd, ferredoxine ; Pc, plastocyanine ; PQ, plastoquinone.

Au niveau du PSI, l'action toxique du cadmium et de l'aluminium s’effectuerait au
niveau de la férredoxine par compétition avec le fer. Le cuivre et le mercure agiraient
également sur le fonctionnement de la ferredoxine mais aussi au niveau du P700 et des
plastocyanines (Siedlecka et Bazynski, 1993 ; Prasad, 1999). Concernant le PSIl, 'OEC
(Complexe d’Emission de I'Oxygéne), une manganoprotéine située sur les thylakoides (c6té

lumen), semble étre la cible principale de la plupart des métaux. Le cuivre semble également
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agir au niveau des quinoneg @t @ et bloquerait le transfert d’électron de la tyrosine Z au
P680 (Prasad, 1999).

11-1-1-3-) Effets sur le cycle de Calvin

Les trois étapes du cycle de Calvin (carboxylation, réduction, régénération) sont
affectées par les métaux lourds, la carboxylation demeurant la plus sensible (Figure 2.11 ;
Prasad, 1999). L'inactivation des activités enzymatiques (plus particulierement celle de la
Rubisco) par le cadmium, le cuivre, le plomb ou le zinc, serait liée a une interaction entre ces
métaux et les groupements sulfhydryl des enzymes (Van Assche et Clijsters, 1990 ; Prasad,
1999).

Xylulose
Ribose 5-phosphate 5-phosphate

Cd,Cu,Mn,
Ni, Pb, Zn

GAP Sedoheptulose 7- phnsphate

Sedoheptulose 1,7-| bl phass

ylulose
DHAP Erythrose 4-phosphate  5- phﬂsphate

b

| Fructose 6- phosphate J

5
| Fructose 1,6- blspho chate

Figure 2.11. Cibles des métaux lourds au niveau du cycle de Calvin (modifiée d’'aprés
Prasad, 1999) Abréviations: Rubisco, Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase ;
GAPDH, Glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; TIM, Triose Phosphate Isomérase ;
FBPase, Fructose 1,6 biphosphatase ; GAP, Glycéraldéhyde-3-Phosphate ; DHAP, Dihydroxyacétone
phosphate.
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11-1-2-) Effets sur le développement des plantes

Des carences en métaux essentiels peuvent engendrent un développement anormal. Par
exemple un manque de fer réduit la formation des racines latérale€aloeasia esculenta
(Areset al., 1996).

En cas d’exces, les métaux essentiels peuvent se comporter comme les métaux non-
essentiels et exercer une toxicité (Prasad, 1999), affectant plusieurs étapes du développement
(Figure 2.12.), de la germination a la formation des feuilles (Prasad, 1999). D’'une maniere
générale, la plupart des métaux peuvent inhiber la germination et I'’élongation racinaire lors
des premiers stades de développement (Betred., 1994 ; An, 2004 ; An, 2006 ; Da Rosa
Correaet al., 2006). Certains (Cu, Cd, Pb) peuvent également altérer la croissance apicale
(An, 2004, 2006).

Inhibition de la
croissance apicale

N& |é il first
écrose du co eoptile Cd, Cu, Pb

foli
Cd, Mn loaf

Inhibition de
la germination

A adventitious [ first.
3¢, root |l internode

stem.

primary - /
root

Modification de
- I'architecture
racinaire

Cu, Fe

~ primary.
—root

Inhibition de
I’élongation racinaire
Cd, Cu, Ni, Zn

Figure 2.12. Possibles interactions métalliques lors du développement des plantes
(modifiée d’'apres Prasad, 1999).
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Un exces de cuivre peut également engendrer la formation de racines latérales menues
et jaunatres (Guptet al., 1999), et provoquer des chloroses et/ou nécroses des jeunes feuilles
(Ouzounidouet al., 1994). Une concentration trop élevée en manganése peut entrainer une
nécrose du coléoptile et des jeunes feuilles (Foy et al., 1978).

D’autres symptomes ont également été observés lors d’expositions a divers métaux
lourds : une diminution du nombre de poils absorbants, du diametre des vaisseaux ligneux, de
la taille et/ou vacuolisation du méristeme, mais aussi une augmentation de la subérisation et
de la lignification (Prasad, 1999).

[1-1-3-) Effets sur la reproduction des plantes

Les métaux peuvent altérer la reproduction des plantes, selon des mécanismes variés.
Par exemple, cheRoa annua eSenecio vulgarisdes expositions a des sols contaminés par
le cuivre engendrent, non seulement des diminutions du nombre d’individus capables de
produire des fleurs et des fruits, mais également des retards de floraison et de fructification
chez les individus reproductifs (Brwet al., 2003). La méme étude a également révélé une
baisse de la production de graines chez les individus exposés. Ryser et Sauder (2006) ont
également observé des retards et inhibitions de la floraison Hieeacium piloselloides
poussant sur un sol riche en nickel et en cuivre. Ces auteurs notent en particulier un effet sur
la formation des capitules floraux.

D’autres métaux semblent agir préférentiellement au niveau du pollen. Ainsi, des
inhibitions de la germination et de la croissance du tube pollinique ont été observées chez
Vicia augustifolia,V. tetraspora ePlantago depressa exposées au cadmium (Xiong et Peng,
2001) et chez le kiwiActinidia deliciosa exposé au chrome (Speraatal., 2007). Par
ailleurs, Mohantyet al. (2004) expliquent la forte proportion d’infertilité du pollen (64%)
chez Oryza sativa exposé a laluminium par une fréquence élevée d’aberrations

chromosomiques.

[1-1-4-) Autres effets directs

Parallelement aux effets qu’ils engendrent sur la photosynthése ou le développement

des plantes, les métaux peuvent agir sur divers autres processus Eiaffe2008)
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[1-1-4-1-) Effets sur les relations hydrigues et la nutrition

Les métaux peuvent modifier la conductance et la résistance des stomates ainsi
gu’inhiber I'élongation cellulaire (due a une dégradation membranaire et a une perte de
turgescence (Prasad, 1999). Un autre mécanisme affectant les relations hydriques des plantes
serait le blocage des aquaporines par les ions métalliques ou la réduction du diamétre des
vaisseaux ligneux, en particulier du xyleme, par des dépdts amorphes dérivés de la paroi

cellulaire appelés composés phénoliques (Prasad, 1999).

[1-1-4-2-) Effets sur la respiration mitochondriale

Les métaux ont démontré une capacité a stimuler ou inhiber la respiration
mitochondriale dépendant non seulement du métal considéré mais aussi de I'espéce, voire du
degré de tolérance de la population concernée (Prasad, 1999). D’'un point de vue
mécanistique, ces altérations seraient dues aux interactions des meétaux avec différentes

structures et/ou réactions mitochondriales (Tableau 2.3).

Structure ou réaction cible Eléments exercant une toxicité
Transporteurs de substrats Hg, Pb

Systemes de transfert des électrons Hg, Pb, Zn

Transporteurs adénine/phosphate Cu, Hg

Perméabilité aux ions K+, H+, CI-  Cd, Cu, Hg, Pb, Zn
Phosphorylation Hg

Cycle de I'acide citrique Cd, Cu, Hg, Ni, Pb, Zn

Tableau 2.3. Structures ou réactions mitochondriales sensibles a I'action des métaux
(Prasad, 1999)

11-1-4-3-) Effets sur la structure des chloroplastes

Différents métaux, dont le cadmium et le cuivre, sont capables d’altérer la structure et
la composition des membranes des thylakoides (Baetelb, 1988 ; Lidoret al., 1993). Par
ailleurs, des plantes exposées au cadmium présentent, dans la plupart des cas, une
désorganisation de la structure lamellaire du granum (McCathwl., 2001) et une

augmentation de la taille des grains d’amidon (Sandalio et al., 2001).
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11-1-4-4-) Effets génotoxigues

Les métaux exercent egalement de nombreux effets génotoxiques incluant des
perturbations de la division cellulaire (via l'altération des microtubules), des aberrations
chromosomiques, des échanges de chromatides sceurs, ou la formation de ponts
chromosomiques ou de micronoyaux (Ma et al., 1995 ; Fusconi et al., 2006).

Parmi les aberrations les plus courantes liées aux stress métalliques, des micronoyaux
ont été observés chafcia faba exposée a une solution de cadmium (Béedwal., 2007).
D’autres auteurs ont également noté la capacité du cadmium a provoquer des cassures d’ADN
chez Solanum tuberosur{Gichneret al., 2008a). Par ailleurs, d’autres métaux, comme le
mercure et le plomb sont également connus pour engendrer de nombreux effets génotoxiques

(revue par Patra et al., 2004).

I1-2-) Effets indirects : phytotoxicité oxidative

[1-2-1-) Production des espéces réactives de I'oxygene (ERQO) au niveau cellulaire

Une grande variété de facteurs environnementaux (fortes variations de la température,
de la salinité, expositions aux UV, a I'ozone, ou a divers polluants...) sont potentiellement
dangereux pour les végétaux (Smirnoff, 1998). Tous ces facteurs ont en commun
d’augmenter la production d’'ERO dans différents compartiments de la cellule végétale
(Schiutzendubett al, 2001 ; Van Breusegest al., 2001). Si ces especes reactives ne sont
pas complétement réduites, elles peuvent oxyder de nombreuses macromolécules telles que

I’ADN, les protéines ou les lipides (Van Breusegem et al., 2001).

[1-2-1-1-) Réduction de I'oxygene moléculaire et formation des espéces réactives

A I'état fondamental, 'oxygéne moléculaire /Cest relativement peu réactif. Il doit
étre activé pour manifester sa toxicité, soit par une activation photodynamique qui aboutit a
I'oxygéne singulet 0,), soit par une activation réductrice avec formation séquentielle de
I'anion superoxyde (@), du peroxyde d’hydrogéne £8,) et du radical hydroxyle (OH
(Cossu et al., 1997).
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Van Breusegenet al. (2001) résument les différentes étapes de la réduction de

I'oxygene moléculaire par la réaction séquentielle suivante :

0; - HO,'” - H,0, - OH + HO - 2 H,0O

La premiére étape de la réduction de I'oxygene moléculaire produit dans un premier
temps le radical hydroperoxyle (HQ peu diffusible et a durée de vie trés courte) puis l'ion
superoxyde (¢J°; trés stable en milieu hydrophobe). Le temps de demi-vie de cet ion
superoxyde est denviron 2 a 4 pus. C'est un ion tres réactif pouvant former des
hydroperoxydes avec les dienes, mais qui peut surtout oxyder des acides aminés (comme
I'histidine, la méthionine et le tryptophane) et causer une peroxydation lipidique au niveau
des membranes cellulaires (Cossu al., 1997). Enfin, il est chimiquement incapable
d’endommager '’ADN mais il peut accélérer les attaques a 'ADN en augmentant les niveaux
de fer libre. Le fer ainsi libéré des ferritines va pouvoir participer aux réactions de
peroxydation des membranes cellulaires (Cossu et al., 1997).

La seconde étape de la réduction de I'oxygene moléculaire génere, par dismutation de
I'anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogene@), une molécule au temps de demi-vie
relativement long (1 ms) qui peut donc davantage diffuser a travers I'organisme. La toxicité
de cette molécule est liée a sa capacité a oxyder les groupements -SH. Ces oxydations peuvent
étre favorisées par la présence de métaux de transition (fer, cuivre) qui jouent alors le role de

catalyseurs. On les appelle réactions de Fenton et Haber Weiss (Cossu et al., 1997) :

0, +Fe" . FE + O,
H,0, + F¢" - Fe*+ OH' + OH  (Fenton)
Bilan : HO, + O, - OH' + OH + O, (Haber Weiss)

Ces réactions entrainent la fission homolytigue de la liaison O-O du peroxyde
d’hydrogéene, tout comme le feraient des réactions thermiques ou ionisantes ¢Caksu
1997) et conduisent toutes a la derniere ERO a étre réduite lors de cette réaction, le radical
hydroxyle (OH), dont le temps de demi-vie est trés faible (< 1us) car extrémement réactif. En
conséquence, il a une trés grande affinité avec les biomolécules mais uniquement au niveau de

son site de production. Ces radicaux libres sont des oxydants redoutables, capables d’arracher
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des électrons aux macromolécules organiques cellulaires, provoquant ainsi la peroxydation
des lipides membranaires, I'oxydation de bases azotées de I'’ADN (80H-dG par exemple) ou
de protéines (Cossu et,al997 ; Mayer et al., 2001).

[I-2-1-2-) Sites de production des espéces réactives

Si les ERO sont généralement issues du métabolisme cellulaire, elles peuvent étre
aussi générées lors d’'un déreglement des systemes de transport des électrons en période de
stress. Les principaux sites de production de ces radicaux libres chez les plantes sont les
chloroplastes, les mitochondries et les peroxisomes.

a) Les chloroplastes

Au niveau des chloroplastes, des électrons sont arrachés a I'eau, sous l'effet de la
lumiére, puis sont transférés a des accepteurs successifs, présents a [I'état réduit.
Simultanément, des molécules d'oxygene sont libérées. La cascade de réactions
d’oxydoréduction qui s’ensuit aboutit & la formation d’énergie sous forme d’ATP, et a la
réduction de NADP en NADPH, molécules nécessaires a la synthése de matiére organique
par I'intermédiaire du cycle de Calvin-Benson (Foyer et al., 1997).

Une partie des électrons issus du clivage de I'eau peut étre transférée a I'oxygéne
moléculaire. Cette réduction de I'oxygene (réaction de Mehler) aboutit a la formation d’ions
superoxydes qui peuvent étre par la suite étre transformés en diverses espéces réactives (Foyer
et al., 1997).

Ainsi, le principal site de génération des radicaux superoxydes est le photosystéme I,
au niveau de la ferredoxine-NADRéductase, mais aussi au niveau de la forme réduite de la
monohydroascorbate réductase (Asada, 1999). Des travaux ont également signalé une
production de radicaux superoxydes et hydroxyles au niveau des protéines dgs

phéophytines du photosysteme Il (Navari-1zzo, 1999).

b) les mitochondries

Les mitochondries reduisent I'oxygene en eau via la cytochmomeadase (Turrens,

1997). En condition physiologique normale, la production d’ERO est quasi-inexistante du fait
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de la haute affinité du cytochroneeet seulement 1 & 2% de I'oxygéne mitochondrial est
converti en @ lors du fonctionnement des chaines respiratoires (Turrens, 1997). Cette
conversion a lieu essentiellement au niveau de la NADH déshydrogénase et du coenzyme Q
(Halliwell et Gutteridge, 2000). En condition normale, des électrons sont transférés du NADH

a la forme oxydée du coenzyme Q (UQ) pour produire sa forme réduite o;JUQH
coenzyme Q réduit va alors transférer des électrons a la cytochromalase et étre
reconverti en UQ. Cette reconversion nécessite le passage par un stade intermédiaire, celui de
I'anion semiquinone (UQ) (Kowaltowski et Vercesi, 1999).

En condition de stress abiotique, la membrane interne des mitochondries peut étre
désorganisée et les chaines respiratoires perturbées. La production d’anion semiquinone sera
augmentée et I'interaction de ce radical avew#@®générer une surproduction g'QTurrens,

1997). Ces anions vont pouvoir soit interagir avec le cytochrome c, soit diffuser dans la
matrice mitochondriale ou ils pourront étre transformés e@,Hia les Mn-SOD (voir
section [I-2-3-2). Le KO, ainsi formé pourra réagir avec le fer se trouvant dans les

mitochondries pour former CHia la réaction de Fenton. (Halliwell et Gutteridge, 2000).

Cc) Les peroxysomes

Les principaux processus métaboliques responsables de la productigdy @i
niveau des peroxysomes sont la photorespiration via la glycolate oxydase; (Halliwell, 1976),
la B-oxydation des acides gras et les réactions enzymatiques catalysées par les flavine-
oxydases. Tenant compte de la diversité de ces molécules, un modele du métabolisme
peroxysomal a été proposé (Figure 2.13), montrant que ces organites peuvent libérer plusieurs
ERO dans le cytosol.

Au niveau des peroxysomes des feuilles, la xanthine oxydase (XOD) est responsable
de la production d’ions superoxydes. Sur la membrane peroxysomale, il existe un site de
production des ions superoxydes NADPH-dépendant et formé d'une courte chaine de
transport d’électrons utilisant 'oxygéne moléculaire comme accepteur d’électrons (€brpas
al., 2001).
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Figure 2.13. Mécanismes conduisant a la génération de radicaux libres au niveau des
peroxysomes des tissus végétaux (Corpast al., 2001). Abréviations: 6PGDH, 6-
phosphogluconate déshydrogénase ; G6PDH, glucose-6-phosphate déshydrogénase ; ICDH, isocitrate
déshydrogénase ; XDH, xanthine déshydrogénase. Les fleches en pointillés représentent des

signaux.PMP18 et PMP32 sont des protéines membranaires.

Les peroxysomes sont capables de produire d’autres molécules oxydantes comme
I'oxyde nitrique (NO), généré par I'oxyde nitrique synthase et qui peut réagir avec les ions
superoxydes (issus de l'action de la XOD) pour former du peroxynitrite, un puissant oxydant.
Notons également que cet oxyde nitrique peut diffuser a travers la membrane peroxysomale
pour, entre autres, réagir avec les ions superoxydes présents dans le cytosol, générant de

nouveau du peroxynitrite (Corpas et al., 2001).

d) Autres sites de production

L’activation de I'oxygene par les systemes microsomaux a cytochromes P450, pour
assurer les biotransformations, peut produire parallelement I'anion superoxyde. Ces systémes
assurent par exemple, en présence d'oxygéene et d’'une monooxygénase, I'hydroxylation de
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molécules saturées (Godiaed al, 1998). Les monooxygénases disposent d’'un systeme de
transport d’électrons leur permettant d’assurer I'oxydation de nombreux xénobiotiques.

D’autres sites de production d’'ERO ont également été mis en évidence au niveau de la
membrane plasmique et de I'espace apoplasmique. Dans ce dernier, des peroxydases liées a la
paroi cellulaire sont capables de générer du peroxyde d’hydrogene. Enfin, au niveau de la
membrane plasmique, le systéme de production des ERO est une NADPH oxydase,
apparemment analogue au systeme que l'on trouve chez les mammiferes mais dont les

meécanismes d’activation ne sont pas encore parfaitement connus (Bolwell, 1999).

[I-2-2-) Réles physiologiques des ERO

Dans les conditions normales, les processus oxydants sont impliqués dans divers
mécanismes indispensables a la survie cellulaire (Inzé et Van Montagu, 1995) : la protéolyse
(dégradation des protéines qui intervient aux différents stades de développement des
végeétaux), la formation de lignine au niveau des parois cellulaires, 'embryogenése somatique
(Kaironget al., 1999), I'organogenése (Tiahal., 2003), les réactions d’hypersensibilité lors
d’infections par des agents pathogénes, l'activation de genes, la fermeture des stomates, le
gravitropisme des racines ou la mort cellulaire programmée (MCP).

[I-2-2-1-) ROle dans la transduction des signaux

Le peroxyde d’hydrogéne module I'expression de nombreux génes, en particulier ceux
codant pour des enzymes antioxydantes et des modulateurs de sa propre production. Desikan
et al. (2001) ont montré que I'expression de 1 a 2% des génes était altérée chez des cultures
d’Arabidopsistraitées a I'HO,. Dans ce cas, les genes codant les enzymes antioxydantes
étaient surexprimés, tout comme des génes codant des protéines impliguées dans la MCP ou
des protéines de signalisation (comme la calmoduline, des protéines kinases, des facteurs de
transcription...), suggérant des effets a long terme. Bien que des promoteurs sensibles a H
aient été identifiés (Desikaat al., 2000), les séquences d’ADN responsables de la régulation
par HO, n‘ont pas encore été isolées et identifiées (Desédtanl., 2001). De plus, les
mécanismes de régulation sont encore a déterminer.

La MCP est initiée par une grande variété de stimuli et est dirigée par plusieurs

signaux incluant KD, et NO (Darley-Usmaet al., 1995 ; Pontieet al, 1998 ; Mazel et
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Levine, 2001). Bien que les mécanismes mis en jeu lors de la MCP ne soient pas encore bien
connus (Kuriyama et Fukuda, 2002), on suppose gu’une modification de la perméabilité des
membranes mitochondriales est impliguée (Beers et McDowell, 2001). L’interaction entre
H.O, et NO (Darley-Usmart al., 1995 ; Pontieet al., 1998) serait d'une importance
considérable dans le processus de MCP car;@} Bist un facteur clé de la MCP (Mazel et
Levine, 2001), le rapport NO/LQOdétermine, lui, le taux de formation de peroxynitrite. Ainsi,
Delledonneet al. (2002) propose un modele (Figure 2.14) liant BO,, NO et MCP. Selon
leur modele :

— Si O,y > NO, NO est éliminé avant méme qu’il ne réagisse ay€s H

— Si O,y < NO, G est éliminé avant qu'’il ne soit dismuté esCH

Dans les deux cas, les éliminations conduisent a la formation de peroxyoie]
qui n'est pas un intermédiaire essentiel de la MCP. Des variations de la concentration d’'un
des deux produits n'auraient donc aucun effet, conduisant inévitablement a la formation de

peroxynitrite. Il existerait donc un équilibre optimum entp®ket NO induisant la MCP.
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Figure 2.14. Modele expliquant la relation entre ERO et MCP (Delledonne et al., 2002)

Abréviations : ONOO-, peroxynitrite ; GST, glutathion-S-transférase ; GPX, Glutathion peroxydase ;
PAL, phénylalanine ammonia-lyase ; CHS, chalcone synthase ; BA2H, benzoic acid 2-hydroxylase ;
PHE, phenylalanine ; CA, acide cinnamique; BA, acide benzoique; SA, acide salicylique; PR,

pathogenesis-related proteins.
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[1-2-2-2-) Cas des réponses d’hypersensibilité

La production d’ERO est la premiere réponse détectée quelques minutes aprés une
attaque par des pathogenes (De Garal., 2003). Cette forte production de radicaux libres
est due a une réaction biologique non spécifique. Aprés quelques heures, une seconde
production de radicaux libres, massive et prolongée, appelée « explosion oxydative », se
produit dans les cellules attaquées (Langebaetetd., 2002). Cette cinétique a deux phases

est typique des interactions plantes/pathogéenes (Figure 2.15).
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Figure 2.15. Réponse du systeme antioxydant durant une réponse d’hypersensibilité (De
Gara et al., 2003) Abréviations : APX, ascorbate peroxydase ; ASC, ascorbate ; AFR, « ascorbate
free radical » ; AFRR, « ascorbate free radical reductase » ; CAT, catalase ; DAO, diamine oxydase ;
DHA, acide déhydroascorbique ; DHAR, « dehydroascorbic acid reductase » ; GSH , glutathion ;
GSSG, glutathion disulfide ; HR, « hypersensitive response » ; NO, oxyde nitrique ; PAO, polyamine
oxidase ; PM, membrane plasmique ; POD, « secretory peroxidase » ; Rp, « receptor proteins » ; SOD,

superoxide dismutase.

Le systeme primaire de production de radicaux libres serait un analogue de la NADPH
oxydase (que lI'on trouve chez les phagocytes de mammiféres) lié a la membrane cellulaire
(Bolwell et Wojtaszek, 1997). Cette enzyme transférerait les équivalents réduits du NADPH

cytosolique a I'oxygene extracellulaire, générant des ions superoxydes (Figure 2.15). La SOD
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apoplasmique pourrait alors produire du peroxyde d’hydrogéne, empéchant la pénétration du
microorganisme en facilitant les réactions des peroxydases qui catalysent les liaisons intra- et
inter-moléculaires entre les composants structuraux des membranes cellulaires et la
polymérisation de la lignine (Boudet et al., 1996 ; Jouili et El Ferjani, 2003). Ces

L’augmentation conséquente des barrieres mécaniques ralentirait alors la progression
des pathogénes permettant ainsi aux cellules végétales de mettre en place de nouvelles
défenses qui nécessitent plus de temps pour étre activées : la résistance systémique acquise
(RSA) qui correspond a la production d’antibiotiques (phytoalexines) et de protéines de
défense (Dempsey et Klessig, 1995 ; Hanaetckl., 2002). Les ERO (en particuliep®} et
NO) seraient impliquées dans la transduction des signaux nécessaires a la mise en place de
cette RSA (Van Camp et al., 1998 ; Durner et Klessig, 1999).

[1-2-2-3-) Autres interventions

Selon certains auteurs, en plus de leurs roles dans les réponses d’hypersensibilité et
dans le processus de protéolyse, les ERO seraient également impligués dans bien d’autres

mécanismes physiologiques incluant :

a) la fermeture des stomates

Diverses études ont montré que (i) I'acide abscissique induit la synthega dighs
les cellules de garde, apparemment via la NADPH oxydase, et que @),I'est un
médiateur de la fermeture stomatale pouvant activer les canaux ioniquésed iBhiber les

courants d’ions Kde la membrane plasmique (Murata et al., 2001; Zleaady, 2001).

b) le gravitropisme des racines

La capacité des organes végétaux a utiliser la gravité pour orienter leur croissance, ou
gravitropisme, est reconnue depuis plus de deux siecles (Bbakn1999 ; Boonsirichat
al., 2002). Ce processus physiologique, qui peut étre observé au niveau des racines, des tiges
et des coléoptiles, peut étre découpé en quatre phases : la perception de la gravité (via les
amyloplastes), la transduction d’'un signal vers une région cible (via les statocytes), une

croissance différentielle et 'autotropisme (Kutschera, 2001).etad, (2001) ont montré que
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le peroxyde d’hydrogéne était un des médiateurs des réponses gravitropiques régulées par
'auxine. En effet, une application asymeétrique £ ou d’antioxydants induit ou inhibe
respectivement le gravitropisme. Il a également été démontré que les ERO agiraient en

activant des kinases (Cervantes, 2001).

[1-2-3-) Le réseau antioxydant

La réactivité des ERO les rend potentiellement dangereux vis-a-vis de tous les
composants cellulaires. Heureusement, les plantes ont la capacité de faire face a ces composés
a l'aide de systemes permettant leur élimination. Ce réseau antioxydant prévient la formation
excessive des radicaux libres ou limite leurs réactions avec les différentes structures

biologiques (Chaudiere et Ferrari-lliou, 1999).

[1-2-3-1-) Mode d’action du réseau antioxydant

En situation physiologique, il existe un équilibre entre la production d’ERO et leur
élimination par les systemes de défenses antioxydantes. Un stress oxydant se définira lorsqu'’il
y aura un déséquilibre profond entre systémes antioxydants et pro-oxydants en faveur de ces
derniers (Pincemaitt al., 2002). Dés lors, les cellules végétales nécessitent au moins deux
meécanismes de régulation des concentrations intracellulaires en ERO : I'un qui va moduler la
production d’ERO par rapport aux voies de signalisation décrites précédemment, l'autre
permettant la détoxication des ERO en exces (Mittler, 2002).

a) Contrdle de la production des ERO

Compte tenu du fait que de nombreuses conditions abiotigugs lgmiere) sont
accompagneées d’'une augmentation de la production de ERO, des mécanismes permettant de
contrdler ou diminuer ces productions entraineront une diminution des risques de stress
oxydant (Mittler, 2002). Ces mécanismes sont :

(i) des maodifications physiologiques comme des mouvements des feuilles, le
développement d’'un épiderme adapté ou encore la mise en place de structures spécialisées

cachant les stomates ;
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(i) des modifications métaboliques, en particulier chez les especes ayant un
métabolisme crassulacéen (Nultsch, 1998) ;

(i) des mécanismes moléculaires, entrainant un réarrangement de |'apparell
photosynthétique en fonction de [lintensité lumineuse, voire une suppression de la
photosynthése ou photoinhibition.

En équilibrant la quantité d’énergie absorbée par la plante et la disponibilité glu CO
ces mécanismes limitent la réduction au niveau de I'appareil photosynthétique et le transfert
d’électrons sur I'oxygéne.

D’autre part, la production d'ERO peut étre diminuée par une utilisation alternative
des électrons au niveau de leurs chaines de transport chloroplastiques et mitochondriales.
Cette solution fait intervenir un groupe d’enzymes, appelées « alternative oxydases » (AOX),
qui peuvent dévier le flux d’électrons au niveau de ces chaines de transport et les utiliser pour

réduire 'oxygene en eau (Mittler, 2002).

b) Destruction et élimination des ERO en exces

Chez les végétaux, la majeure partie des mécanismes d’élimination des ERO fait
intervenir des enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), lI'ascorbate peroxydase
(APX) ou la catalase (CAT). Leur action est cruciale dans la régulation des concentrations des
radicaux superoxydes et du peroxyde dhydrogéne. Cette régulation, couplée a la
séquestration des ions métalligues, semble étre d'une importance considérable dans la
prévention de la formation de radicaux hydroxyles (Inzé et Van Montagu, 1995).

Les différences d’affinité pour J@, entre 'APX (ordre du uM) et la CAT (ordre du
mM) suggerent des roles différents. Ainsi I’APX serait en charge des Iégéres modulations des
ERO tandis que la CAT serait responsable de la suppression des ERO en large excés durant
les stress oxydants (Mittler, 2002). D’autres enzymes interviennent également dans
I’élimination des ERO en excés, comme la SOD ou la guaiacol peroxidase (GPX), mais aussi

des molécules non enzymatiques, comme I'ascorbate ou le glutathion (Det @ara003).

[1-2-3-2-) Les composantes du réseau antioxydant

Le réseau antioxydant implique diverses voies métaboliques catalysées ou non par des

enzymes, et faisant intervenir aussi bien des molécules hydrophiles (que I'on trouvera au
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niveau du cytosol) qu’hydrophobes (que I'on trouvera au niveau des membranes cellulaires).
Généralement, on classe les molécules intervenant dans les processus de détoxication en deux

groupes distincts : les antioxydants non enzymatiques et enzymatiques.

a) Antioxydants non enzymatiques

Il s’agit de pieges chimiques a radicaux libres et désactivateurs physiques pour des
especes excittes comme l'oxygene singulet. Les radicaux peroxyles, le fer tétravalent,
I'oxygéne singulet, ou les oxydants halogénés comme l'acide hypochlorique (Chaudiéere et
Ferrari-lliou, 1999) sont éliminés par ces molécules.

() Les antioxydants non enzymatiqgues hydroplsiéesetrouvent au niveau du cytosol,

des mitochondries ou des noyaux cellulaires. Les plus importants de ces composés sont
(Gérard-Monnier et Chaudiére, 1996) :

a) Au pH physiologiquelacide ascorbiqueAH, est entierement sous la forme de sa
base conjuguée AHHoremanset al., 2000) ce qui explique pourquoi il réagit comme un
donneur d’électrons (Foyer et Mullineaux, 1998): AHK - AH + X

b) Le glutathion peut perdre un proton a partir de son groupement —SH et se
comporter, dés lors, comme un donneur d'électrons, capable de chélater les métaux par
exemple (Dixon et al., 1998), pour agir de la fagon suivante : GSH-+ &S + XH

c) L'ergothionéine est synthétisée uniquement par des champignons et des
mycobactéries (Aruomat al., 1999). Elle est absorbée par les plantes via les racines. Elle
réagit essentiellement avec le peroxynitrite et intervient dans I'épuration des radicaux

hydroxyles (Aruomaet al., 1997). Elle peut également désactiver I'oxygéne singulet.

(i) Les antioxydants non enzymatiques hydrophad®edrouvent en majeure partie

dans les lipoprotéines et les membranes ou ils empéchent la propagation de la peroxydation
lipidique en détruisant les radicaux peroxyles ou en bloquant la formation d’hydroperoxydes a
partir de 'oxygene singulet (Halliwell et Chirico, 1993) :

a) La vitamine E oua-tocophérol(a TOH) est I'antioxydant le plus efficace vis-a-vis
des radicaux peroxyles dans les membranes phospholipidiques).(L@®itamine E élimine
les radicaux peroxyles lipidiques selon la réaction suivaotdfOH + LOO - o TO +
LOOH
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b) L'ubiquinol est un antioxydant membranaire qui agit plus rapidement que la
vitamine E. Sa forme déprotonée peut jouer le role de donneur d’électrons et peut intervenir
dans le recyclage de la vitamine E, en particulier dans les liposomes (Kagan et al., 1994)

c) Les caroténoidegouent essentiellement un role de désactivateurs physiques de
I'oxygéne singulet, en particulier dans le cas du lycopéne (Sundguast, 1994), mais ils
sont aussi capables d’éliminer des radicaux libres, comnfiecloténe qui joue un réle

significatif dans I'élimination des radicaux peroxyles lipidiques (Palozza et Krinsky, 1992).

b) Enzymes antioxydantes

Les enzymes antioxydantes sont responsables de la destruction des ions superoxydes
et hydroperoxydes qui sont, par nature, bien plus réactifs que les ions pris en charges par les

antioxydants non enzymatiques (Chaudiere et Ferrari-lliou, 1999).

(i) Les superoxyde dismutasesmportent un métal de transition (fer, manganeése,

cuivre ou zinc) dans le site actif pouvant capter un électron de I'anion superoxyde par une
réaction de dismutation et le transférer au noyau imidazole de 'une des histidines du site actif

selon la réaction (Fridovich, 1997) :

20,7 + 2H & H.O, + O,

Chez les végétaux, on les trouve dans de nombreux compartiments cellulaires et
extracellulaires : les Cu/Zn-SOD sont localisées au niveau chloroplastique et cytosolique
tandis que les Fe-SOD sont localisées dans les chloroplastes et les peroxysomes. La Mn-SOD
est présente, quant a elle, uniguement au niveau de la matrice mitochondrialeetGdssu
1997).

(i) La catalaseest une enzyme a faible affinité présentant des niveaux d’activité

élevés et agissant le plus souvent en association avec les SODs. Cette enzyme contenant de la
porphyrine, est capable de détruire le peroxyde d’hydrogene a forte concentration en

catalysant sa dismutation en oxygene et eau (Schonbaum et Chance, 1976) :

2H 0, - 2 H0+ O,
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Il arrive également que la catalase se comporte comme une peroxydase, pour de
faibles concentrations en peroxyde d’hydrogene, utilisant des co-substrats réduits (RHXH)

comme l'ascorbate ou des phénols :

RHXH + HO, - RX+ 2 KO

Chez les végétaux, la catalase se rencontre uniquement au niveau des peroxysomes et
des glyoxysomes ou elle détoxifie le peroxyde d’hydrogene produit par la photorespiration
(Cossuet al., 1997 ; Smirnoff, 1998). Par ailleurs, Willekextsal. (1997) ont montré que la
catalase était fortement induite lorsque les concentrations intracellulaire©gpthient tres
élevées, tandis que pour de plus faibles concentrations, ce sont les peroxydases (enzymes a
plus forte affinité) et en particulier 'ascorbate peroxydase (APX) qui sont sollicitées par la

plante.

(iii) Les peroxydasefPOX) permettent, comme les catalases, la réductionOg ¢

eau. Cependant, a la différence des catalases, les POX nécessitent la présence d’'un substrat
particulier Chez les végétaux, on d