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1 Introduction

La contamination des sols par des métaux lourds et des métalloides est un probléme qui
existe depuis longtemps et qui suscite une attention grandissante. De plus en plus de sols sont
en effet affectés par la présence en fortes concentrations de métaux lourds tels que le zinc, le
cadmium, le plomb ou le cuivre (Krishna and Govil, 2004; [Li et all [2014; Solgi et al., 2012]).
L’arsenic n’est pas a proprement parlé un métal mais un métalloide particuliérement toxique.
Sa présence au sein des nappes phréatiques peut étre un phénomeéne naturel lié a la géologie
des sols mais l'influence de I’lhomme dans 'accumulation de ce contaminant ne peut étre niée
(Wang and Mulligan, [2006; Ferguson and Gavis, [1972)). Parmi les différents secteurs d’activités
pouvant conduire a I’accumulation de I’arsenic dans ’environnement, les exploitations miniéres
sont particuliérement pointées du doigt (Ono et al., 2016). L’irrigation peut aussi contribuer
a la pollution a l’arsenic : utiliser de ’eau polluée peut conduire & une contamination de la
chaine alimentaire et ainsi générer des problémes d’ordre sanitaire et économique (Abernathy;,
1999). Les sols contenant une concentration trop importante en arsenic deviennent impropres
a la culture, et le traitement de ces sols pour les rendre exploitables nécessite des opérations
lourdes et cotiteuses. Parmi les nouvelles méthodes de traitement du sol, la phytoremédiation,
qui consiste a utiliser des plantes pour immobiliser ou extraire des polluants du sol, est une
alternative peu cotteuse (Mclntyrel 2003; Ali et al., |2013).

Les sites contaminés par des métaux lourds et des métalloides sont parfois caractérisés par
la présence d’autres éléments toxiques. Dans le nord du Chili, on constate la présence d’un
exces de bore et on remarque que les régions contaminées par l'arsenic sont caractérisées par
une salinité importante (Tapia et all 2018]). Une plante susceptible de pouvoir étre utilisée en
phytoremédiation de ces sites doit donc étre capable de faire face & ces trois types de toxicité
et il importe de voir comment ces toxicités interagissent au niveau de la plante.

Le désert d’Atacama présente une telle complexité qu’il est intéressant d’en étudier la flore
afin d’identifier des espéces potentiellement intéressantes pour 'extraction des métaux dans
le sol. Atriplex Atacamensis (A. atacamensis) est un buisson vivace dioique identifié comme
un bon candidat pour la phytogestion des sites contaminés par I'arsenic (Vromman et al.,
2016a,blic). Au sein du groupe de recherche en physiologie végétale de I'UCLouvain, différentes
études ont été menées sur cette espéce afin d’évaluer ses capacités d’accumulation d’arsenic et
I'influence du sel sur le comportement de cette espéce halophyte. Il a déja été démontré que
cette plante posséde la capacité d’accumuler de 'arsenic, qu’elle le séquestre préférentiellement
dans ses racines et que la salinité peut conduire a une meilleure translocation de ’arsenic vers
les parties aériennes (Vromman et all 2016ayblc). Le niveau de résistance d’A. atacamensis a
un excés de bore et I'influence d’une toxicité au bore sur la capacité d’accumulation de ’arsenic
en présence et en absence de sel restent toutefois a préciser. L’objectif de ce mémoire est de
poursuivre cette étude et apporter un peu plus d’éclaircissement dans cette recherche.

Cette expérience a été réalisée a partir de plantules d’A. atacamensis issues de graines
récoltées dans le désert d’Atacama, au site de Quillagua (21°39” S, 69°32°W). L’expérience a
eu lieu en deux parties. Durant la premiére partie, les plantules préalablement germées ont été
exposées, en serre sous conditions controlées, a des concentrations variables de bore, d’arsenic
ou de sel (NaCl) en solution nutritive. Cette expérience avait pour but de préciser le niveau de
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résistance maximale de la plante vis a vis de chacun de ces trois polluants. Une concentration
de chaque élément de la premiére partie a été choisie puis I'expérience a été répétée en exposant
cette fois les individus aux différentes combinaisons possibles de sel, de bore et d’arsenic. Des
analyses morpho-physiologiques et biochimiques seront utilisées pour étudier le comportement
de la plante en conditions de toxicité mixte.
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2 Revue bibliographique

2.1 Problématique des métaux lourds

Historiquement, 'appellation "métaux lourds" est un terme général qui regroupe I’ensemble
des éléments métalliques présents dans le sol et qui ont une densité comprise entre 3.5 et 7
g.cm 3 (Appenroth) 2010). On retrouve au sein de cette liste le mercure (Hg), le plomb (Pb),
le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le chrome (Cr), I’étain (Sn) et I’antimoine (Sb).
A cette liste, il convient d’ajouter des éléments comme l'arsenic (As) et le selenium (Se). Ils
sont qualifiés de métalloides : il s’agit d’éléments qui ne sont pas des métaux mais présentent
des propriétés qui s’en rapprochent. L’appellation « éléments traces métalliques » est égale-
ment utilisée pour désigner ’ensemble de ces éléments. Il s’agit d’éléments généralement peu
mobiles et qui sont toxiques pour les étres vivants & de faibles concentrations. Leur accumu-
lation dans les plantes cultivées ou le bétail peut étre a l'origine de problémes pour la santé
humaine (Abernathy|, 1999). L’inhalation de particules contaminées constitue également une
voie de contamination importante (Ono et al., [2016)).

Ces métaux lourds proviennent en général de la dégradation de la roche mére et sont des
traces du passé géologique de la région. Ils sont donc présents naturellement dans I’environ-
nement mais généralement en trés faibles concentrations (Wang et al., [2018b). Néanmoins, les
activités humaines sont susceptibles d’augmenter la concentration de ces différents polluants
dans 'environnement. La fabrication d’engrais, les industries lourdes (sidérurgie et exploitations
miniéres), la fabrication de verre et les tanneries sont les sources principales de contamination
de notre environnement par des métaux lourds (Wang et al., |2018b)).

La législation fixe des normes spécifiques qui rendent obligatoires la dépollution du sol au-
dela d’une certaine valeur de concentration de polluants et/ou qui limitent 1'usage des sols
pollués. (Danian Zhang} 2019)). Dans la pratique, il convient de distinguer la pollution qui ré-
sulte d'une activité récente d’une pollution « historique » dont le propriétaire du sol ou le
gestionnaire du site ne peut étre tenu responsable. Par ailleurs, les normes varient considéra-
blement en fonction des pays, voire méme des régions (Kurrer) [2020). Enfin, les sols contaminés
par une activité industrielle sont généralement pollués par plusieurs éléments et on remarque
également la présence de polluants de nature organique en plus des polluants minéraux, ce qui
conduit a une situation trés complexe (Kofronova et al., 2018) .

Parmi la liste des différents métaux lourds et métalloides reconnus, cette étude se concen-
trera sur I’As. Cet élément est responsable de multiples problémes dans de nombreuses régions
du monde (cf. Figure 1)) (Kumari et al |2018). Il s’agit d’ailleurs d’une source de perte de ferti-
lité importante dans le nord du Chili, il y est présent en concentrations importantes dans les sols
et les résidus des activités miniéres. L’exploitation miniére, qui est une activité importante pour
I’économie de la région, continue a favoriser 'accumulation d’As. Cette contamination pose de
sérieux problémes pour la stabilité des écosystémes et la santé humaine (Kofronova et al., 2018]).
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FicuRrE 1 — Carte de probabilité de présence d’une concentration d’As supérieur a 10 pg/L dans les nappes
phréatiques sur les différentes régions du globe terrestre réalisée a I’aide d’un modele de prédiction (Amini et al.|

2008)
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2.2 Toxicité de ’arsenic
2.2.1 Généralités

L’arsenic (As) est un élément se trouvant naturellement dans I’environnement en faibles
concentrations. La teneur « normale » de cet élément oscille autour de 5mg/kg dans les sols
mais sa concentration varie fortement en fonction des minéraux présents (Ongley et al.l [2007).
Par exemple, les régions miniéres présentent une concentration beaucoup plus élevée dans les
sols. L’As étant toxique a faible dose, il fait 'objet d’une législation particuliérement rigou-
reuse. A titre d’exemple, au japon, la concentration maximale autorisée en As dans les nappes
phréatiques est de 10 ug/1 et le sol ne peut étre cultivé si la concentration dépasse 15 mg kg=*
(Ministry of the environement, 2020)).

L’As existe sous différentes formes dans I’environnement. Ces formes sont classées en deux
catégories : I’As organique et I’As inorganique. L’As organique est connu sous la forme de dé-
rivés mono ou diméthylés. Ces formes organiques sont présentes dans le sol et résultent d’une
activité microbienne, ou d’une application de pesticides (Ye et al. 2017; Chen et all| 2017}
Zhang et al., 2015). Pour la santé humaine, ces formes présentent souvent un moindre risque
que les formes minérales.

0
i
HO—??OH HO—?rOH
OH OH
Arsenious acid (As(lll)) Arsenic acid (As(V))
HD—f\s-CH; HaC—)i\s-CHa
OH OH
Monomethylarsonic acid (MMA) Dimethylarsinic acid (DMA)

CHz O
HSGjAs;)LO_
H3C

Arsenobetaine

F1GURE 2 — Formes majoritaires d’As retrouvées dans ’environnement (Schramel et al.|
2002)

L’As minéral est plus commun, plus toxique et plus mobile. Deux espéces majoritaires co-
existent dans le sol : 'arséniate (As(V)) et Parsénite (As(III)) . L'une des spécificités de I’ As est
qu’il peut présenter deux étages d‘oxydation et qu’il est présent sous forme anionique dans la
solution du sol (Tripathi et al., [2012)). En conditions réductrices, telles que celles qui prévalent
en anoxie 1’As va étre présent sous forme d’As(III), tandis qu’en présence d’oxygene l'espéce
majoritaire sera I’As(V). Le pH, le potentiel réducteur et la teneur en matiére organique du sol
peuvent affecter la spéciation de 1’As (Abbas et all, 2018; [Diaz et al., [2011)).
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2.2.2 Origine anthropomorphique de ’arsenic
Industrie miniére :

L’industrie miniére est I'une des causes principales d’apport d’As dans ’environnement.
Les minerais contiennent généralement de 1’As en association avec les métaux recherchés. Les
poudres et résidus résultants du broyage des roches sont évacués avec le reste des déchets. Ces
déchets sont beaucoup plus facilement altérables et lessivables et contribuent ainsi a l'accu-
mulation de métaux lourds et métalloides dans les nappes phréatiques. Les eaux des lieux se
trouvant a proximité de mines sont donc souvent exposées a une pollution a I’As. De méme,
lors du processus de fonte, une grande part de I’As encore présent dans les minerais se retrouve
en suspension dans les gaz produits sous forme de poussiére et peuvent contaminer les sols par
voie éolienne (cf. figure |3) (Jankong et al., [2007; Vithanage et al., [2012; [Wang et al., |2018a).

Dans le nord du Chili, les teneurs en As sont importantes au niveau des roches méres. Cette
zone est le siége d'une forte activité miniére et le Chili est le second producteur de minerais
de cuivre aprés la Chine (Northey et al., 2013). Lors de I'extraction du cuivre, les problémes
de contamination au Cu demeurent limités. Par contre, I’As présent dans les roches traitées
est rejeté dans I’environnement. La contamination qui en résulte est importante et se remarque
par la pollution du seul cours d’eau de la région, le Rio Lola, qui est utilisé par les populations
locales pour l'irrigation de parcelles potageres (Romero et al., |2003; (Queirolo et al., 2000)).

Industrie agro-alimentaire :

Une série d’herbicides et d’insecticides utilisés en agriculture, surtout au cours du 20éme
siécle, contiennent des dérivés d’As et leur utilisation en grande quantité conduit & une accumu-
lation de cet élément dans le sol (Mandal and Suzuki, 2002). L’irrigation constitue elle aussi une
source de contamination dans certains cas. L’utilisation d’eau contenant de I’As pour irriguer un
champ entraine la concentration de cet élément dans les horizons du sol (Bhowmick et al., 2018]).

Les exploitations animales sont aussi en partie responsables de ’augmentation de la pré-
sence d’As dans l'environnement. Certains additifs utilisés comme compléments alimentaires
sont des composés organo-arséniés. Ces composés ne sont pratiquement pas absorbables par le
systéeme digestif des animaux et se retrouvent dans leurs déjections. Ces déjections sont & leur
tour utilisées pour fertiliser des champs et augmentent leur teneur en As dans la partie cultivée
du sol (Liu et al., |2015).
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tonnes, ty~! : tonnes par ans.(Barral-Fraga et al., [2020)
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2.2.3 Meécanismes de transport au sein de la plante

Parmi les différentes forme d’As, I’ As(III) est la forme qui est la plus prélevée par la plante,
celle-ci étant plus mobile et plus disponible. L’As(III) rentre dans la plante par le biais d’aqua-
porine. Une fois au sein de la plante, il transite en utilisant des canaux a silice dont il est
I'analogue. L’As(V) quant a lui est un analogue du phosphate inorganique (Pi) et rentre donc
principalement par le biais des transporteurs spécifiques de Pi (Panda et al., 2010; Minatel
et al., [2018; Strawn,, [2018)). Méme si les canaux & phosphate ont une affinité plus grande pour
le phosphate que pour I’As, on observe une accumulation importante d’As lorsque le phosphate
est déficitaire dans ’environnement. Cette constatation pourrait s’expliquer par une compéti-
tion phosphate/arséniate couplée & une surexpression de génes codant pour les transporteurs
de phosphate (Vithanage et al., 2012} Islam et al.| 2015).

Dans les deux cas, les différentes formes d’As inorganiques rentrent en compétition avec les
éléments desquels ils sont analogues (cf. Figure [4)). Par conséquent, on a une hause de la teneur
en As dans les cas ou le ratio As/Si et le ratio As/Pi est élevé. De méme, un augmentation
de I'expression des génes responsables des canaux a phosphate et a silice augmente la quantité
d’As prélevée dans les racines.
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F1GURE 4 — Voies d’entrées, mécanisme de transport et voies de détoxication de I’As au
sein de la plante. (As(III) : arsenite, As(V) : arséniate, GSH : glutathion réduit, GSSG :
glutathion oxydé, PCs : phytochélatine, MMA : composé monométhylarsénié, DMA :

composé diméthylarsinié ) (Souri et al.}, [2017)
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2.2.4 Effets sur le métabolisme

Une accumulation d’As dans la plante provoque une réduction de sa croissance, une réduc-
tion de sa teneur en acides aminées essentiels, une réduction des échanges gazeux (souvent liée
a une fermeture stomatique), une altération du statut hormonal, une réduction de sa teneur
en chlorophylle et conduit éventuellement a la mort de I'individu (Islam et al., [2015; [Kumar
et al. [2015). Les symptomes de toxicité a I’As sont donc multiples et il est difficile de distinguer
I’action directe de I’As de ses actions indirectes.

L’As(IIT) réagit avec les groupements thiols présents dans la cellule au niveau des protéines,
ce qui peut mener & une inhibition de ’activité de certaines enzymes et entraver ’activité méta-
bolique de la cellule, entrainant la mort cellulaire (Tripathi et alf 2012; [Bjgrklund et al., 2018}
Finnegan and Chen, |2012). L’As(V) quant a lui peut étre utilisé par des enzymes et s’intégrer
a des biomolécules (comprenant les acides nucléiques) a la place du phosphate. Cela risque de
perturber le fonctionnement de cycles et voies métaboliques (Praveen et al., 2018]).

L’As(V) est réduit en As(III) dés son entrée dans la plante. La conversion d’As(V) en As(III)
entraine la production de composés d’oxygéne actif (ROS) au sein de la cellule. 11 s’agit d’es-
péces fortement toxiques car trés réactives qui peuvent endommager les enzymes, les composés
lipidiques, les sucres ainsi que 'ADN (Abbas et all 2018; |Finnegan and Chen| 2012). L’al-
tération structurelle d’organites, tels que les chloroplastes et les mitochondries provoque une
perturbation dans la circulation des électrons. Cela entraine un stress oxydatif indépendent de
la conversion d’As(V) en As(III) (Kumar et al., [2015; Abbas et al., 2018} [Finnegan and Chenl,
2012).

2.2.5 Meécanismes de résistance connus
Séquestration racinaire

On remarque que méme lorsque la plante est soumise a un stress sous forme d’As(V), 90%
de I’As retrouvé au sein de la plante est sous forme d’As(III). En effet, une fois au sein de la
plante, I’As(V) est rapidement réduit en As(III) via deux voies différentes (Abbas et al 2018)).

La premiére voie de réduction de I’As(V) en As(III) implique des antioxydants endogénes
comme le glutathion. Le glutathion est un composé antioxydant hydrosoluble impliqué dans la
gestion du stress oxydatif. En présence d’As(V), le glutathion réagit et forme des diméres de
glutathion oxydé (GSSG) (cf Figure[5)). Cette oxydation étant couplée a la réduction d’As(V) en
As(III). Ces diméres seront plus tard recyclés pour reformer deux molécules de glutathion réduit
(GSH) sous 'action de 'enzyme glutathion réductase (Finnegan and Chen| 2012; Hasanuzza-
man et al., 2017). La deuxiéme voie de réduction, parfois considérée comme la voie principale de
réduction, fait intervenir des enzymes. L’As(V) présent dans les cellules des plantes est réduit
sous forme d’As(III) par des enzymes spécifiques notamment des arseniates réductases (ACR).
Des réductases non spécifiques peuvent également intervenir dans le processus mais cela de-
meure controversé (Li et al., 2016).

Une autre stratégie est la détoxication de 1’As. La principale voie de détoxication de I’As(III)
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implique la fixation de cet ion sur les fonctions thiols de petits peptides non protéiques, les phy-
tochélatines qui jouent un roéle essentiel dans la gestion du stress induit par I’As en complexant
celui-ci. Ces phytochélatines sont synthétisées a partir du glutathion, qui est lui-méme com-
posé de trois acides aminés dont la cystéine. Le glutathion fournit des phytochélatines en se
polymeérisant sous I’action d’'une phytochélatine synthase qui peut étre activée en conditions de
stress (Verbruggen et al., |2009)). Une molécule de phytochélatine comprend de 2 & 11 molécules
de glutathion. Une fois fixé sur la fonction thiol des cystéines des phytochélatines, I’As(III) est
séquestré par transport du complexe formé vers la vacuole, un transporteur ATP binding cas-
sette (ABC) étant impliqué dans cette translocation (Zhang et al., 2018). I’As se trouve ainsi
accumulé en dehors du cytosol. Les phytochélatines ne sont pas spécifiques a I’As et peuvent
également intervenir dans les stratégies de résistance a des métaux lourds comme le cadmium
ou le plomb (Verbruggen et al. 2009).

Les métallothionéines sont des protéines de taille importante également riches en cystéines
qui fonctionnent sur le méme principe que la complexation évoquée pour les phytochélatines
(Hettick et al.,2015). Contrairement aux phytochélatines, les métallothionéines sont le résultat
direct de I'expression d’un géne et non le fruit d’'une voie de syntheése. Il n’y a pas de séques-
tration vacuolaire réalisée par les métallothionéines et si leur réle est souvent mentionné pour
la gestion de la toxicité au cadmium ou au cuivre, elles sont moins étudiées pour les problémes
liés a 'accumulation de 1’As.

Il est admis que I’As s’accumule principalement au niveau des racines et que seule une
partie de I’As absorbé par la plante est transloquée vers les parties aériennes. Cette rétention
racinaire va de pair avec une synthése préférentielle de thiols non protéiques (glutathion et
phytochélatines) au niveau des organes non photosynthétiques de la plante pour pouvoir se
protéger des effets de ’As (Abbas et al., [2018). Une accumulation préférentielle de 1’As dans
les parois pourrait aussi contribuer & éviter 'accumulation de 1°‘As au niveau du cytosol. La
rétention pariétale des métaux lourds, qui sont pour la plupart des cations divalents, sur les
composés pectiques et les hémicelluloses est un processus de résistance bien connu (Tripathi
et al., 2012). Par contre, une rétention pariétale d’anions comme ’arséniate ou l'arsenite est
moins évidente, méme si ce processus reste possible. De plus, une séquestration d’As dans les
trichomes est également mentionnée dans le cas d’espéces halophytes (Lutts and Lefévre, [2015)).

L’un des principaux symptomes liés a la toxicité de I’As est une augmentation du stress
oxydatif. Les espéces résistantes a I’As se caractérisent par une gestion efficace de ce stress.
cette gestion du stress dépend d’une part, de I'augmentation de la synthése de composés an-
tioxydants endogénes comme 'ascorbate, le glutathion, les tocophérols et les caroténoides, et
d’autre part, de la stimulation d’enzymes antioxydantes impliquées dans la détoxication des
ROS. Parmi les enzymes anti-oxydantes principales on retrouve les ascorbates peroxydases, les
superoxydes dismutases, la catalase, la glutathion réductase ou la dehydrascorbate réductase
(Panda et al., 2010; Kumar et al. 2015).
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Ficure 5 — Réaction de détoxification de ROS par le gluthation. GSSG : glutathion oxydé, GSH : glutathion réduit,

GR : GSH reductase, GP : GSH peroxidase (Xiong et al., [2011)

Plante hyperaccumulatrice

Les plantes hyperaccumulatrices n’ont pas tendance a accumuler de 1’As exclusivement au
niveau des racines mais plutot a le repartir au sein des différents organes. Dans certains cas
on observe méme une accumulation préférentielle au niveau des parties aériennes. Les espéces
hyperaccumulatrices de I’As demeurent peu nombreuses, 1’exemple le plus connu étant celui

de la fougere Pteris vittata (Gonzaga et al., 2008). Il y a peu de formation de phytochélatines
racinaires chez cette espéce et la majorité de I’As absorbé demeure donc disponible pour la

translocation via le flux transpiratoire. La gestion des grandes quantités d’As présentes dans
les racines et les frondes de la plante par la formation de complexe As-phytochélatines est coti-
teuse en énergie et par conséquent, peu viable pour cette plante accumulatrice. Dans certains
cas, des protéines de transports sont présentes pour transférer de I’As(III) dans les parties aé-
riennes induisant une distribution de I’As dans les organes photosynthétiques (Abbas et all,
2018; [Finnegan and Chen, [2012).
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2.3 Toxicité du bore
2.3.1 Généralités

Le B est un élément naturellement présent dans le sol et qui est essentiel pour les végétaux.
Il occasionne des problémes en cas de carence et est rarement en exces. Le bore intervient ma-
joritairement dans la constitution des parois cellulaires en formant des liaisons ester entre les
résidus d’apiose au niveau des rhamnogalacturonanes de type II (RGII) au sein de la pectine
(cf. figure @ (Princi et al., |2016; Brdar-Jokanovié, 2020). Par ailleurs, le B sert a la forma-
tion de complexes entre la membrane cellulaire et la paroi, assurant leur adhérence et leur
coordination. Il est aussi impliqué comme cofacteur d’enzymes intervenant dans la synthése de
différentes hormones ainsi que dans la synthése de flavonoides (Choudhary et al., 2020). Le B
controle également le taux de divisions cellulaires et influence le transport des sucres a travers
les membranes biologiques (Nable et all 1997)).

A B
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FIGURE 6 — A : structure détaillé d’une chaine de Rhamnogalacturonan II, B : dimére
de RG II formé par un pont diester et implication de la présence de B dans la formation
de ce pont (Souri et al.| [2017)

Certains environnements ont tendance a se concentrer en B comme les sols proches de la mer
et les sols arides/semi-arides. Dans le cas des abords marins, cela est di au fait que les nappes
phréatiques sont enrichies en B par ’eau de mer. Ces eaux enrichies sont utilisées pour irriguer
les cultures et créent des environnements pollués (Nable et al., |1997; Elumalai et al., 2017).
Pour les milieux arides et semi-arides, cela est di 1’évapotranspiration. En effet, I’évaporation
intense de I’eau contenant du B ameéne & une augmentation progressive de la teneur en B dans
la couche superficiel du sol dans ces milieux ot ’eau n’a pas le temps de s’infiltrer en profondeur.
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Parmi les activités humaines susceptibles d’entrainer la formation d’un sol pollué au B,
lagriculture (et surtout l'irrigation) est généralement le secteur le plus important. Les autres
domaines ayant une influence relativement importante sont : I'industrie et les activités miniéres
(Elumalai et al., |2017]).

Le désert d’Atacama, qui nous sert de référence, est un milieu aride et on retrouve aussi
bien de I’As que du B dans les déchets issus des mines présentes. C’est pour ces deux raisons
que la concentration en B dans cette région est aussi élevée (Landi et al., 2019). Dans la région
XV du Chili (région de Arica), la rivére Lluta présente des concentrations de B de l'ordre de 25
mg/1 et les teneurs en B de la riviére Colpitas peuvent atteindre 400 mg/1 (Ramila et al.l [2015))
sachant qu’il est considéré que la limite en B dans I'eau d’irrigation est de 1 mg/1 si on veut
utiliser le sol de maniére durable (Brdar-Jokanovic, 2020). Selon Diaz et al|(2013), les teneurs
en B dans ’eau de distribution provenant de I’eau de mer désalinisée ne sont jamais inférieures
a 2 mg/l, 'eau de mer non désalinisée pouvant contenir jusqu’a 10 mg/1.

2.3.2 Meécanismes de transport au sein de la plante

Dans I'environnement, le B est essentiellement présent sous forme de B(OH)3 et il est pré-
levé par la plante sous cette forme. Le B pénétre dans la plante via des transporteurs MIP
(Major Intrinsic membrane familiy ou « aquaporines »), principalement PIP1 1 et plusieurs
transporteurs NIP (Lamdan et al., 2012) (cf Figure|7]). Bienert et al. (2019)) ont également mis
en évidence un transporteur X Intrinsic Protein qui est imperméable a 1’eau mais est capable
de transporteur de I'acide borique. Ce transporteur jouerait un role déterminant dans la distri-
bution du B au sein de la plante et dans sa répartition entre les différents tissus.

Les végétaux possédent des mécanismes de transport actif et passif vis & vis du B. Des
protéines de transport a faible et forte affinités existent mais elles sont généralement produites
dans le cas d’une déficience en B. Des transporteurs BOR1 assurent une absorption sélective de
B sous forme anionique (Takano et al.l [2002). Le B, en conditions normales ou en excés, est ab-
sorbé passivement par les racines en diffusant a travers la double membrane de phospholipides.
Pour la plupart des plantes, il est transporté par le xyléme en suivant le flux engendré par la
transpiration. Les feuilles adultes transpirant davantage, le B est donc généralement présent
en plus grande quantité dans les plus vielles feuilles. Il existe une grande disparité entre les
espéces quant a la capacité de transporter le B par le biais du phloéme. Chez les espéces qui
ont cette propriété, nous retrouvons préférentiellement cet élément dans les tissus en pleine
croissance. Ces plantes présentent de fortes concentrations en polyols (mannitol, sorbitol, dul-
citol) au niveau des séves phloémiennes et le B serait chélaté a des groupements hydroxyles
(Rosolem et al., [2020)).

De maniére générale, on observe que le B est présent en plus grande quantité dans les parties
aériennes que dans les parties racinaires. Les teneurs racinaires ont tendance a rester stables
méme en présence de fortes concentration de B. Les racines ne constituent pas un site de ré-
tention (Landi et al. 2019).
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Fi1GURE 7 — Modéle représentant la dynamique des flux de B au sein d’une plante,
BORI1 : Boron transporter 1, BOR4 : Boron tranporter 4, NIP5 ;1 NOD26-like intrinsic
protein 5;1, NIP6;1 NOD26-like intrinsic protein 6;1 (Robert and Friml, 2009)

2.3.3 Effets sur le métabolisme

Le B influence la croissance, les capacités reproductives et la qualité des graines. Il joue
aussi un role important dans la synthése d’acide nucléique et la synthése de certaines molécules
anti-oxydantes. Dans une situation ot le B est en exceés, il peut provoquer une réduction de
croissance, I'apparition de nécrose ainsi qu'une malformation des fruits. Ces symptdémes sont
les conséquences de deux effets que le B a sur une cellule lorsqu’il est en exceés :

1. Il cause une inhibition du développement ainsi que de la division cellulaire en formant
des complexes avec les sucres présents. Parmi ces sucres on retrouve le ribose, qui est
notamment un constituant de ’ARN (Nable et al. 1997)).

2. Il interfére avec le métabolisme de base de la cellule en se liant au ribose ce qui peut
amener & une liaison au NADPH ainsi qu’a UATP qui en contiennent tout les deux.
Ceux deux composés sont essentiels aux cellules et servent, entre autres, dans le cycle

de Calvin-Benson, qui est une étape obligatoire dans le processus de photosynthése
(Choudhary et al., 2020)).

Au niveau morphologique, on constate que le systéme racinaire a tendance a se lignifier, que
I’exoderme s’épaissit et dans certains cas il y a une augmentation du dépot de subérine
et al] [2016)). Cette réaction pourrait étre une tentative de la plante pour réduire son absorption
de B. Dans la tige, on peut voir un épaississement de la paroi cellulaire du collenchyme dans

le but potentiel d’augmenter les capacités de stockage de B dans la paroi (Princi et al. 2016)).

Les réponses observées au niveau des feuilles sont diverses et dépendent fortement de 1’espéce
étudiée. Un des impacts observés de maniére consistante est la réduction de la photosynthése.
Cette réduction de 'activité photosynthétique pourrait étre expliquée par la baisse de la dis-
ponibilité en NADPH et en ATP. Une apparition de nécrose, liée & une réduction des teneurs
en chlorophylle, est possible (Choudhary et al., 2020)).

Lorsque le B est présent en grande quantité, on observe une réduction du flux transpiratoire
et une perturbation du fonctionnement des stomates. Le B peut interagir avec le métabolisme
de I'acide abscissique (ABA) par le biais d'une augmentation dans I’expression du géne NCED3
conduisant a une surproduction de ’acide abscisique impliqué dans les processus de fermeture
des stomates (Macho-Rivero et al., [2017).
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En plus d’une baisse de la production de sucre, la réduction des capacités photosynthétiques
entraine un surplus d’énergie. La plante, incapable d’intégrer toute la lumiére incidente, produit
des ROS. La plante se retrouve alors confronté a un stress oxydatif, provoquant des symptomes
similaires aux symptomes évoqués dans la section dédiée a I’As (cf. point .

2.3.4 Meécanismes de résistance connus

Certaines espéces réduisent leur absorption de B lorsque celui-ci est présent en exces et
peuvent méme mettre en place des mécanismes d’excrétion par les racines. Cela se fait notam-
ment via la production de protéines d’efflux spécifique (Lamdan et al., 2012). La production
d’anti-oxydant peut limiter le stress oxydatif et est couramment observée. Un autre mécanisme
de résistance est la production de polyalcools ainsi que de composés phénoliques dans le but
de chélater le B(OH)3. Le B peut étre séquestré dans la vacuole ou dans la paroi cellulaire, ot
il n’a que peu ou pas d’effets physiologiques (Brdar-Jokanovi¢, |2020). Dans certains cas, on a
une hausse de la vitesse de croissance du parenchyme accompagnée de la production de cellules
aux parois plus épaisses (Princi et al., [2016).

Certaines plantes utilisant le saccharose comme moyens de transports des photosynthétats
opérent un changement et se mettent a produire du sorbitol ou du fructose au lieu du saccha-
rose. Cela rend possible la translocation du B. Le B suit alors la direction du phloéme qui se
dirige préférentiellement dans les tissus en pleine croissance.

L’espéce Puccinellia frigida a été identifiée comme une espéce hyperaccumulatrice de B.
Comme Atriplex atacamensis, cette espéce est originaire du nord du Chili et pousse spontané-
ment sur des sols riches en B (Ramila et al., 2015). Selon Ramila et al. (2015), cette espéce
placée en conditions de fortes teneurs en B surexprime un geéne codant pour un transporteur
impliqué dans l'efflux racinaire de cet élément.

Plusieurs hormones jouent un role important dans la tolérance au B. La kinétine, par
exemple, réduit les effets négatifs du B sur les teneurs en chlorophylle, ainsi que les teneurs en
H505 et en MDA de plantes de blé confrontées a un excés de B (Eser and Aydemir, 2016)). Chez
la tomate, les mémes effets bénéfiques sont rapportés pour une application exogéne de GA3
et seraient & mettre en relation avec une surproduction endogéne d’'HyS (Kaya et al., 2020)).
Pour |Oliveira et al| (2020) I'acide salicylique permet au pois de lutter efficacement contre le
stress oxydatif induit par la toxicité du B, cette hormone permettant d’augmenter les activités
de multiples enzymes antioxydantes. Selon |Al-Huqail et al. (2020)), une application foliaire de
melatonine, dont la structure est proche de celle de I'acide indol-acétique, supprime également
les effets oxydatifs d’une toxicité au B et stimule les activités des catalase, ascorbate peroxydase
et glutathion reductase, ainsi que les teneurs endogénes en composés phénoliques.

La présence d’un exceés de B est souvent rapportée en zones arides ou semi-arides. Il n’est
donc pas rare que cette toxicité soit associée a d’autres stress, notamment au stress salin. Pour
Smith et al.| (2013), les teneurs en B dans les parties aériennes de Brassica oleracea augmentent
lorsque cette plante est exposée conjointement aux deux stress. Le sel en solution peut induire
la conversion d’acide borique (B(OH)3) en anion borate (B(OH)y ). |Masood et al.| (2012) rap-
portent que la salinité augmente I’absorption de B chez le blé et que le B et I'ion CI- ont des
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effets additifs sur la réponse de la plante. Selon [Pandey et al.| (2019), la présence simultanée
de B et de NaCl induit une contrainte spécifique qui ne peut pas étre résumée a I’addition de
contraintes individuelles.

La présence de B a un effet positif sur la réponse des plantes au Cd, ce qui est attribué a une
augmentation de la capacité de rétention pariétale de ce métal lourd induit par le B en relation
avec une augmentation de la synthése de pectine et une stimulation des activité pectinemethyl
esterase (Wu et al., |2020bla).
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2.4 Toxicité saline
2.4.1 Généralités

La perte de fertilité liée a la salinité est depuis longtemps un probléme prépondérant pour
I'agriculture (Daliakopoulos et al., [2016)). L’irrigation et ’agriculture intensive accentuent ce
probléme et la surface arable perdue & cause de cette salinité augmente d’années en années.
Certaines études estiment que prés d'un quart des terres arables de la planéte sont affectées
par des problémes de toxicité saline (Munns, [2002)).

Un sol salin présente, par définition, une conductivité électrique de plus de 4 dS.m~!. Le
terme stress salin regroupe donc des stress causés par une multitude de sels distincts tels que
NaySQOy, le KCI, le MgSOy, le NayCO3 et NaCl (Irakoze et al., [2019)). Le NaCl est responsable

de la majeure partie des problémes de salinité rencontrés.

Le Na' est un élément non-essentiel pour les plantes en C3. Il intervient au niveau des
plantes en C4 pour favoriser la régénération du phosphoénolpyruvate mais les quantités re-
quises a cette usage sont trés faibles (mineral nutrition of higher plants, second edition, pg
407). Le CI- est un élément essentiel dans la mesure o il intervient au niveau de la photolyse
de I'eau au sein des chloroplastes mais les quantités nécessaire sont infimes.

on admet que le stress salin présente une double composante : 1) une composante ionique liée
a 'accumulation d’éléments toxiques et 2) une composante osmotique associée a la réduction
du potentiel osmotique de la solution du sol et compromettant de ce fait I’approvisionnement
en eau de la plante. Le modéle « biphasique » qui repose sur un certain nombre de données
expérimentales stipule que la composante agissant le plus rapidement au niveau de la plante
est la composante osmotique (Munns| 2002)). La réduction du potentiel osmotique est en effet
immédiate suite a ’addition de sel dans le milieu alors que les effets de la toxicité ionique relévent
d’une accumulation progressive d’ions. Il est utile de souligner que ceci n’est valable que si une
dose importante de sel est ajoutée brutalement au milieu de culture (ce qui en conditions de
terrain n’est pas souvent le cas). Par ailleurs, I'importance relative des composantes ioniques
et osmotiques n’est pas nécessairement la méme pour toutes les doses de sel et chez toutes les
espéces (Munns et al.l 2020). Outre ces composantes, des phénoménes de carences secondaires
peuvent étre induits en relation avec une réduction de I’absorption de K™ (liée & une compétition
avec le Na™) et une réduction de 'absorption de nitrate (lié & une compétition avec le CI'). Par
ailleurs, un excés de Na'™ peut, au niveau de certains sols, induire une floculation des argiles
impliquant une altération structurelle du substrat conduisant a des phénoménes d’hypoxie

(Adak et al., [2019).

2.4.2 Meécanismes de transport au sein de la plante

Le Na*t est un élément commun présent dans le sol. C’est un élément soluble et trés mobile
qui péneétre au sein de la plante par le biais des canaux & cations et de transporteurs de K+ peu
spécifiques. En effet le Na™ et le K™ partagent de multiples propriétés physico-chimiques. Un
excés de Na't par rapport au K dans la solution du sol conduit donc certains transporteurs a se
tromper, ce qui améne & une réduction du rapport K™ /Na™ au sein de la plante (Garciadeblas
et al., 2003).
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Une fois absorbé, Na ™ suit le flux transpiratoire. Il transite au sein des racines par le biais des
plasmodesmes ou de la circulation apoplasmique. Aprés avoir franchi la barriére endodermique,
il se retrouve dans le xyléme. Il est alors acheminé dans les différents organes ou il impacte
la croissance et les capacités photosynthétiques (cfr ci-dessous). Il est & noter que le Na™ est
peu mobile dans le phloéme. Une fois dans les parties aériennes, il n’est donc que rarement
redistribué (Munns et Tester, 2008), méme si certaines espéces halophytes semblent avoir la
capacité de remettre en circulation le Na™ accumulé au niveau des parties aériennes vers les
tissus racinaires. Le chargement des lames vasculaires joue un role essentiel dans la régulation
des taux de translocation (Zhu et all 2017). De nombreuses protéines membranaires sont res-
ponsables du transport de Na' dans les cellules et entre les tissus. Les trois familles de protéines
principalement impliquées sont les AKT, HKT et NHX (Luan et al., [2009). La régulation de
I'expression des génes codant pour ces protéines, et la régulation post-traductionnelle de ces
transporteurs joue un role déterminant dans la résistance a la salinité, que nous mettrons en
évidence ultérieurement. Il convient de souligner que le transport de Na™ vers le symplasme
est un transport passif : le Na® a donc tendance a rentrer dans le cytosol. Ceci signifie qu'une
exclusion du Na™ du cytoplasme implique un transport actif lié¢ a ’activation d’une pompe de
protons suite a une activité ATPase membranaire et impliquant un antiport Na™ - H+4 (Fukuda
et al.|, [1998] 2011)).

Les transporteurs de Cl- sont moins bien connus que les transporteurs impliqués dans le
mouvement du Na™ et ceci s’explique par le fait que le Cl- a souvent été négligé dans les études
consacrées au stress salin (Wu and Li|, [2019; [White and Broadley, |2001). Les teneurs en Cl- dans
les parties aériennes sont régulées par des transporteurs d’anions qui controlent le transport de
Cl" depuis les racines, particuliérement au niveau du chargement des lames vasculaires. Depuis
quelques années, une attention croissante est octroyée a des « Cation-Chloride-Cotransport »
qui sont impliqués dans un co-transport Cl- - Na™ - K" (Colmenero-Flores et al., 2007; Kong
et al) 2011). Il est & noter que, contrairement au Na™, le transport de CI- vers 'intérieur de la
cellule est un transport actif. La famille des CCC comporte trois grands types de transporteurs
(Kong et al., [2011]) :

1. Ceux qui fonctionnent avec un symport Cl — Na™
2. Ceux qui fonctionnent avec un symport Cl- - K™
3. Ceux qui fonctionnent avec un symport 2 Cl- - Na® - K*

Chez des plantes non-exposées a la salinité, ce sont les transporteurs de type2 qui sont les mieux
représentés au sein de la plante et ces transporteurs jouent un réle dans le métabolisme normal
des cellules en conditionnant les cinétiques d’élongation cellulaire et les processus d’osmorégu-
lation (Chen et al., [2016). La présence de ces transporteurs est rapportée non seulement au
niveau des membranes plasmiques mais également au niveau des appareils de Golgi qui pour-
raient constituer des sites d’accumulation de CI- en conditions de stress salin (Henderson et al.|
2015).

2.4.3 La composante osmotique du stress salin

La présence de NaCl (ou d’un autre sel soluble) entraine une réduction du potentiel hydrique
de la solution du sol par le biais de sa composante osmotique. Il en résulte une altération du
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statut hydrique de la plante, parfois qualifié de « sécheresse physiologique ». Pour faire face
a cette situation, la plante aura tendance a fermer ses stomates afin de limiter ses pertes en
eau, comme le fait une plante soumise a un déficit hydrique. Cette fermeture des stomates pré-
sente l'inconvénient de compromettre la régulation thermique du systéme foliaire et surtout de
réduire l'activité photosynthétique par le biais d’une altération des échanges gazeux (Rathina-
sabapathi, 2000). Il est & noter qu’une réduction du flux transpiratoire peut avoir comme effet
bénéfique de limiter apport de Na* et de CI-. Cette interaction entre « composante hydrique
et composante osmotique » est rarement étudiée.

Pour conserver un gradient de potentiel hydrique favorable a I’approvisionnement en eau, la
plante peut avoir recours & un phénomeéne d’ajustement osmotique qui consiste en la réduction
de son propre potentiel osmotique par accumulation de solutés au sein des cellules (Munns et al.|
1995)). Du fait de leurs toxicités a forte concentration, le Na* et le Cl- devront préférentiellement
s’accumuler au sein du compartiment vacuolaire (Parihar et al., 2015)). Ceci implique cepen-
dant de réguler le potentiel osmotique du cytosol, ce qui n’est possible qu’avec I'accumulation
de solutés qui n’altérent pas les activités enzymatiques du cytoplasme (Olias et al., 2009)). Si le
K™ est un soluté jouant un role dans l’ajustement osmotique cellulaire, nous avons vu que son
absorption était compromise en situation de stress salin. La plante pourra alors avoir recours a
des solutés organiques qualifiés de « compatibles » dont les plus fréquemment mentionnés dans
la littérature sont la proline, la glycine bétaine ou les sucres non réducteurs (Mansour and Ali
2017). Outre le fait qu'’ils présentent un pouvoir de solubilité élevé, ces composés sont souvent
peu cotliteux a produire et sont susceptibles de pouvoir étre remétabolisés aprés disparition du
stress (& l’exception notable de la glycine bétaine) (Munns et al., 2020)). IIs ont également des
fonctions protectrices, notamment en se fixant aux membranes biologiques ou aux protéines et
en permettant de conserver leur structure tridimensionnelle dans une situation de réduction
des teneurs en eau (Yeo et al., [1991). Ce processus d’ajustement osmotique présente un cot,
et peut donc se faire au détriment de la croissance de la plante et requiert en outre un certain
temps (Munns, 2005).

2.4.4 Effets sur le métabolisme

Toutes les propriétés physiologiques sont susceptibles d’étre affectées par la salinité. Les
effets & court terme se manifestent au bout de quelques minutes a quelques heures aprés 'ex-
position. A plus long terme, les plantes présentent une réduction de croissance qui peut étre
due & une réduction de I’élongation des cellules et/ou & une réduction des taux de divisions
cellulaires. Une modification des cinétiques d’élongation peut étre associée a une altération du
statut hydrique conduisant a une réduction de la pression de turgescence (Morton et al., 2019)).
Une altération de la structure pariétale résultant d’'une modification de la synthése des poly-
meéres peut impacter les coefficients d’extensibilité et la turgescence de seuil (Zheng et al.,2019)).

La photosynthése est sensible a la présence de NaCl. Tant la phase claire que la phase
sombre sont altérées dans des conditions de stress salin. Le sel réduit les teneurs en pigments
photosynthétiques (la Chl a et la Chl b ne présentant pas nécessairement le méme niveau de
sensibilité) (Wang et al., [2019)). Le stress salin a par ailleurs un effet négatif sur la stabilité du
PSII. A dose élevée, le sel peut conduire & une altération structurelle des chloroplastes et a la
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perte d’intégrité des membranes thylakoidiennes (Zorb et al., 2019). La fermeture des stomates
consécutive a la composante hydrique du stress salin a déja été évoquée. A terme, une réduction
des teneurs en K™ au niveau des cellules de garde et des cellules annexes peut avoir un impact
sur les cinétiques de régulation stomatique alors qu’au niveau de feuilles en cours de différentia-
tion, le sel peut avoir un impact sur la densité des stomates (Yeo et al., [1991)). Les enzymes du
cycle de Calvin peuvent étre impactés par la présence de NaCl, de méme que les activités enzy-
matiques impliquées au niveau du cytosol dans le métabolisme des sucres (Bhuiyan et al., 2017)).

Le stress salin a un impact sur le statut hormonal des plantes : pour ce paramétre plus encore
que pour les autres, il est parfois difficile de faire la différence entre ce qui résulte d’une ten-
tative d’adaptation et ce qui constitue un symptéme de dégats. Une surproduction d’éthyléne
observée en conditions de stress peut étre liée a une accélération des processus de sénescence.
Une production d’acide abscissique est a rapprocher d’une fermeture des stomates mais il est
aujourd’hui clairement établi que ’ABA intervient dans les processus de transduction condui-
sant a 'expression de génes de résistance (Rabbani et al., 2003). Une modification des teneurs
en polyamines et en cytokinines peut également étre analysée a la lumiére d’'une modification
du cycle cellulaire ayant un impact sur les taux de division (Ghanem et al., [2011)).

Le stress salin induit un stress oxydatif secondaire lié a la surproduction de composés d’oxy-
géne actif. Ce point a été évoqué au niveau des effets de I’As. Rien n’indique que les modalités
de formation des composés d’oxygéne actif suivent les mémes cinétiques mais la nature de ces
composés (anions superoxydes, radical hydroxyle, peroxyde d’hydrogéne, etc.) est identique et
les stratégies de protection antioxydante mise en place (antioxydants endogénes et enzymes an-
tioxydantes) sont comparables (Bose et al., 2014). En conditions de stress salin, le chloroplaste
est un site important de production de composés d’oxygene actif en raison des perturbations
qu’induit le Na* au niveau des chaines de transport des électrons (Bhuiyan et al., |2017)).

2.4.5 Meécanismes de résistance connus et plantes halophytes

Il existe de grandes différences entre les espéces en ce qui concerne la résistance a la salinité.
Au sein d’'une méme espéce, les cultivars différent également pour leur niveau de résistance au
sel. Le stress salin étant un stress complexe agissant & de multiples niveaux au sein de la plante,
la résistance est souvent considérée comme un caractére polygénique pour lequel la sélection
est ardue.

Certains mécanismes de résistance existant dans le régne végétal sont liés a ’expression de
protéines appartenant a 3 "familles" différentes : les SOS, NHX et HKT. Les protéines de ces
familles affectent la mobilité du Na™ au sein des tissus et sont donc essentiels & sa séquestration
ainsi qu’a son extrusion. Les protéines de la famille SOS comprennent des antiports : SOS1 est
localisé au niveau du plasmalemme, alors que SOS2 et SOS3 sont des protéines régulatrices
agissant en amont. SOS1 est une protéine d’extrusion : elle est présente au niveau des racines
et extrude le Na' dans le sol, principalement au niveau des pointes méristématiques o les
possibilités de séquestration vacuolaire sont limitées.

A Tinverse des espéces « glycophytes », les plantes « halophytes » sont naturellement résis-
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tantes a la salinité et poussent sur des sols caractérisés par une conductivité électrique impor-
tante. Il a été démontré que les enzymes des espéces halophytes ne sont pas plus résistantes au
sel que celles des espéces glycophytes. La résistance a la salinité des halophytes est donc associée
a une compartimentation plus efficace (Yeo et al., 1991 Munns et al.| [2020). Les protéines SOS
sont aussi exprimées dans la tige de certaines de ces espéces au niveau d’organes spécialisés
formés pour stocker le sel et réduire les dommages qu’il peut occasionner. Ces organes, appelés
glandes salines, sont essentiellement des trichomes modifiés. Ces cellules spécialisées sont faites
pour accumuler de grande quantité de sel ou de I'excréter vers le milieu extérieur. Dans les deux
cas, les protéines SOS sont impliquées dans le chargement des trichomes et dans ’extrusion par
les biais des glandes saline. Les individus du genre Atriplex sont d’ailleurs des plantes possédant
des glandes salines (Rathinasabapathi, 2000; Munns, |2002; Parihar et all 2015)).

Les protéines de la famille HK'T sont réparties en 2 classes : les HKT1 de classes 1 sont
des transporteurs spécifiques de Na™ qui retiennent de plus en plus 'attention, tandis que les
HKT1 de classe 2 sont des symports de K™ et Na™. Les HKT1 de classe 2 sont en général
responsables du maintien d’un ratio Na* /K™ favorable a la plante, évitant ainsi les symptomes
liés a la déficience en K. Certains membres de cette famille assurent I'export de Na™ hors du
xyléme (xylem retrieval), limitant ainsi le chargement xylémien (Zhu et al., 2017). Les plantes
résistantes a la salinité présentent souvent des adaptations particuliéres au niveau de 'expres-
sion des génes codant pour ces transporteurs. Enfin les protéines de la famille des NHX, elles,
sont liés aux mécanismes de séquestration vacuolaire. Les protéines NHX sont des échangeurs
Na*/H+ qui sont exprimés au niveau de la vacuole et de ’épiderme racinaire. Une réaction
commune des plantes soumises a un stress par le Na™ est de compartimenter le Na™ en 'accu-
mulant au sein de la vacuole. Un gradient électrochimique est maintenu par le biais de pompes
a protons. Ce gradient sert de force motrice aux protéines NHX qui transférent le Na™ depuis
le cytoplasme vers la vacuole. Ces mémes protéines sont exprimées au niveau de 1’épiderme
racinaire et permettent l’extrusion racinaire de Na®™ (Cf. Figure [§)) (Luan et al. [2009; Zhang
and Shil 2013).
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Fi1GURE 8 — Schéma représentatif des flux de transports de sodium dans une plante
glycophyte, HKT : high-affinity K+ transporter, SOS1 : salt overly sensitive proteins
antiporter 1, NHX : Sodium Proton Antiporter, XPC : parenchyme xylémien (Assahal
et al. 12017

Les espéces résistantes au sel présentent une cinétique rapide d’ajustement osmotique ainsi
qu’une gestion optimale des stress oxydatifs. Ceci implique une meilleure stabilité des structures

intracellulaires, particuliérement au niveau du plasmalemme et des chloroplastes (Morton et al.|
2019).

2.5 Toxicité et stress multiples

Dans leur environnement naturel, les plantes sont rarement soumises & une seule contrainte.
Ainsi, les plantes exposées a la sécheresse sont aussi soumises a une température élevée et a
une luminosité importante (Chen et al., |2008). Dans la nature, ces différents stress peuvent
intervenir simultanément ou de facon séquentielle. Ils peuvent varier dans le temps selon des
cinétiques qui leur sont propres. La plante doit pouvoir gérer cette complexité environnemen-
tale et mettre en place, dans la mesure du possible, une réponse adaptée (Atkinson et al.
2013). Les études sur les stress multiples sont demeurées peu nombreuses jusqu’il y a quelques
années, comparativement aux études consacrées aux contraintes individuelles (Mittler, 2006}
Suzuki et al., 2014)). Beaucoup de ces études utilisent I’espéce modéle Arabidopsis thaliana qui
ne permet pas de prendre en considération des différents paramétres de rendement.

Des stress abiotiques distincts peuvent agir au niveau de parameétres identiques. Ainsi, tous
les stress abiotiques ont un impact sur le statut hydrique de la plante et induisent un stress
oxydatif secondaire (Rizhsky et al., 2002, |2004; |[Mittler, |2006). Ces paramétres physiologiques
sont eux-mémes complexes et constituent ’expression ultime d’'un ensemble de propriétés qui
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peuvent étre affectées selon des séquences différentes en réponse a des stress distincts. Dans
cette optique, il n’est pas étonnant de constater qu’un mécanisme précis peut contribuer & une
réponse appropriée pour la résistance a des stress distincts. C’est le cas de la proline et d’autres
composés osmoprotecteurs surproduits en présence de diverses contraintes, ou des enzymes im-
pliquées dans la gestion des stress oxydatifs (Suzuki et al., 2014; |Atkinson et al., |2013]). Ces
observations sont encourageantes dans la mesure ou cette possibilité d’agir sur un nombre li-
mité de génes clés permettrait aux améliorateurs de sélectionner pour la résistance aux stress
multiples. Outre les génes impliqués dans l'osmorégulation et dans la gestion du stress oxyda-
tif, la prise en considération de génes codant pour des facteurs de transcription, de certains
récepteurs, de génes impliqués dans le métabolisme des flavonoides ou dans des modifications
de la chromatine est suggérée par (Shaik and Ramakrishnal |2013], 2014).

Il ne faudrait pas pour autant en conclure que toutes les contraintes agissent de fagon ad-
ditive. Les interactions entre les contraintes peuvent dépendre des cinétiques et des séquences
d’exposition. Paoletti and Grulke (2010) ont ainsi démontré que si une plante est soumise a
la sécheresse, elle aura tendance a fermer ses stomates et sera moins sensible & une exposition
ultérieure & I'ozone. Mais a I'inverse, les plantes soumises d’abord a I’ozone seront affectées dans
le mécanisme de fermeture des stomates et deviendrait plus sensibles a une sécheresse ultérieure.

Les approches « omiques » ont permis de souligner que pour la plante, le stress multiple
est parfois vécu comme une situation spécifique : des génes particuliers sont induits par une
combinaison de sel et de mercure chez Suaeda salsa alors qu’aucun de ces génes ne s’exprime
en réponse & des contraintes appliquées séparément (Liu et al., 2013|). Des facteurs de trans-
cription spécifiques a des stress multiples sont également rapportés (Iyer et al. 2013; |Atkinson
et al., 2013; Rizhsky et al., [2004)). [Kissoudis et al. (2014) insistent sur le fait que les contraintes
multiples peuvent entrainer des modifications épigénétiques particuliéres par le biais de pattern
de méthylation et d’acétylation spécifiques.

Dans le plus simple des cas, les effets des contraintes peuvent étre additifs, mais ils peuvent
également étre synergiques si I'une des contraintes, en affaiblissant la plante, la rend plus sen-
sible a une seconde contrainte. Ce cas de figure sera souvent observé lorsque I'une des contraintes
est un stress biotique (Atkinson et all 2013). Les effets imposés par des contraintes différentes
peuvent toutefois étre antagonistes. C’est un cas, amplement documenté dans la littérature, des
plantes soumises & un stress hydrique et & une augmentation des teneurs en CO5 atmosphérique
et qui, du fait de cette augmentation, pourront poursuivre une activité photosynthétique en
dépit d’une fermeture partielle des stomates, augmentant de ce fait leur efficience d’utilisation
de 'eau (Roden and Ball, 1996). le CO4 a dans ce cas une action antagoniste vis-a-vis de la
sécheresse.

Les toxicités minérales qui nous intéressent dans le cadre de ce mémoire ne sont pas souvent
étudiées. Nous ne disposons pas d’information de la littérature concernant une interaction NaCl
x As x B comme celle que nous envisageons ici. L’'une de leur particularité tient au fait que
I'intensité des contraintes peut varier en fonction des équilibres chimiques qui conditionnent la
biodisponibilité en relation avec les propriétés de spéciation et les phénomeénes de précipitation.
Ainsi, chez le riz, une exposition a la toxicité ferreuse induit a la surface de la racine une plaque
d’oxyde de fer qui protégera la plante d’une absorption d’As (Vromman et al., 2013]). Des
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interactions entre éléments peuvent également se manifester au niveau des sites d’absorption
du fait d’'une compétition pour des transporteurs membranaires peu sélectifs. Enfin, certains
métaux lourds comme le nickel, pourraient servir a ’ajustement osmotique de plantes exposées
a la sécheresse si une séquestration vacuolaire de ces éléments intervient (Bhatia et al.l 2005).

2.6 Atriplex atacamenis

Atriplex atacamensis est un buisson vivace dioique appartenant a la famille des Amarantha-
cées. Le genre Atriplex est distribué partout dans le monde, mais I’espéce Atriplex atacamensis
est endémique du désert de I’Atacama. Ce genre comprend de nombreuses espéces adaptées aux
climats arides et semi-arides dont plusieurs espéces présentent une photosynthése en C4. De
nombreuses espéces du genre Atriplex sont des plantes halophytes, et la résistance a la salinité
peut étre mise en relation avec la présence de trichomes & la surface des feuilles. Ces trichomes
peuvent séquestrer des ions Na™ en excés et protéger le mésophylle d’'une accumulation po-
tentiellement néfaste (Belkheiri and Mulas| 2013; [Smaoui et al., 2011). Ces plantes présentent
également une bonne capacité d’ajustement osmotique et produisent souvent de fortes concen-
tration de glycine bétaine dont le role protecteur est avéré, particuliérement au niveau des
chloroplastes (Bajji et al., |1998; Hassine et al., 2008; martinez et al., [2003; Martinez et al.,
2004, 12005)).

A. atacamensis peut atteindre une hauteur de 3 m. Les buissons sont souvent lignifiés et
trés ramifiés. Les feuilles sont ovales et ont une disposition alterne et un contour ondulé : leur
longueur n’excéde pas 25 mm en longueur et 5 & 15 mm en largeur. La graine (1,3 & 1,5 mm
de diamétre) posséde un tégument brun, elle est protégée par les bractées coriaces de la fleur
femelle. Celles-ci sont ovales et soudées a leur base. Elles sont généralement plus larges (4 a 6
mm) que longues (3 & 4,5 mm) et de couleur beige (Rosas| [1989).

Les populations d’A. atacamensis sont exposées a des conditions particuliérement rigou-
reuses. Elles se retrouvent a proximité de rares nappes phréatiques ou cours d’eau (Betancourt
et al., [2000)). Ainsi, on voit apparaitre d’importantes colonies d’A. atacamensis dans les fonds de
vallées et au bord des riviéres qui traversent le désert, comme les riviéres Camarones, Camina,
Tarapacé, et Loa (Rosas| [1989). Dans son environnement, la plante est exposée a des intensités
lumineuses trés importante, des températures trés élevées et un stress hydrique fréquent. Le
substrat sur lequel évolue A. atacamensis présente une conductivité électrique élevée, et des
teneurs trés importantes en B et en As. Les études de Tapia et al| (2013, [2018) montrent que
I’As sur ces sols est trés fortement biodisponible ce qui est en partie lié & un pH élevé, un
faible contenu en matiére organique, une teneur élevée en oxydes de fer et une texture sableuse.
Diaz et al.[(2011) confirment qu’A. atacamensis a un bon niveau de résistance a I’As comparati-
vement & d’autres espéces (Pluchea absinthioides, Lupinus microcarpus) présentes dans la zone.

Vromman et al| (2011)) rapportent qu’en solution nutritive, la plante peut survivre a une
dose de 1 mM d’arséniate. Dans ces conditions, la plante réduit fortement son flux transpi-
ratoire en fermant ses stomates. Les teneurs d’As accumulées par la plante peuvent atteindre
400 pg.g~! de matiére séche au niveau des parties aériennes et jusqu’a 3500 ug.g~! de matiére
séche au niveau des racines. L’As réduit les teneurs en P mais stimule fortement I’accumulation
de glycine bétaine et en polyamines. Ces études montrent également que 1I’As n’est pas sécrété
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au niveau des trichomes. Dans son milieu naturel, Vromman et al.| (2016¢) rapportent que A.
atacamensis accumule plus d’As au niveau des feuilles qu’au niveau des tiges, et que des teneurs
non négligeables d’As sont également observées au niveau des bractées entourant les graines.

La présence de sel n’a pas d’effet sur la spéciation de I’As en solution. Au niveau des racines,
Vromman et al. (2016b)) rapportent que 55% de 1’As est présent sous forme réduite (As(III)) et
45% sous forme d’arseniate As(V). Prés de la moitié de I’As absorbé s’accumule au niveau des
parois. L’addition de sel réduit les teneurs en As au niveau des racines et augmente la translo-
cation d’As des racines vers les parties aériennes. La salinité influence également la spéciation
de I’As en augmentant la proportion d’As présent sous forme d’As(V) mais ne modifie pas la
distribution de I’As entre 'apoplasme et le symplasme. L’effet du sel se marque également par
une augmentation des taux de production d’éthyléne et la synthése de glycine bétaine et de
thiols non protéiques.

Chez A. atacamensis, une carence en P augmente les teneurs en As au niveau des racines,
mais a de facon surprenante un effet inverse au niveau des parties aériennes. A 'inverse du
sel, le P réduit donc la translocation de I’As au sein de la plante. ’As augmente fortement
les teneurs en S ainsi que les concentrations en thiols non protéiques (Vromman et al. 2017).
Une exposition de plantes et de cals issus d’hypocotyle & de 1’As(III) est beaucoup plus néfaste
a la plante qu'une exposition a I’As(V). [Vromman et al.| (2018) suggérent qu’une oxydation
d’As(III) en As(V) pourrait intervenir. Une séquestration au niveau des parois s’observe chez
les plantes exposées a I’As(V) mais pas chez celles exposées a I’As(III) et les teneurs en thiol-
non protéique augmentent plus en réponse & une exposition a ’As(V) qu’en réponse a une
exposition a I’As(III).

Outre un bon niveau de résistance a I’As, Orrego et al.| (2020ayb) soulignent que A. ata-
camensis présente également un bon niveau de résistance au cuivre : la présence, en plus du
cuivre, de doses élevées de NaCl ou d’un stress osmotique induit par le PEG affecte la croissance
des plantes mais n’a pas d’effets négatifs sur les teneurs en glutathion.
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3 Matériel et méthode

3.1 Matériel végétal

Cette étude a été réalisée a partir de graines d’ Atripler atacamensis récupérées sur 4 sites
au sein du désert d’Atacama. Ces graines issues d’origines différentes ont chacune subi un test
de germination en serres sous conditions controlées. Le groupe de graines présentant le taux
de germination le plus élevée a été sélectionné pour la suite de 'expérience. Le lot de graine
sélectionné provient de la région de Quillagua (21°39” S, 69°32’W). Ces graines ont été semées
dans 3 terrines contenant un mélange de sable et de terreau (1 :1, v :v) (cf Figure [J). Les
terrines ont été humidifiées une fois par semaine et ont été couvertes par une plaque de verre
pour maintenir une humidité relativement élevée, favorisant ainsi la germination. Les graines
ont été gardées en terrine pendant 3 semaines.

FIGURE 9 — Bac de semis

Une fois que les plantules ont atteint la taille de 3 cm, elles ont été séparées et placées
dans des pots (4 cm x 4 cm) contenant un mélange de terreau, sable et vermiculite (1 :1 :1,
v :v :v) par groupe de 3 (cf Figure . Ces plantes ont été maintenues pendant 2 semaines en
pots, jusqu’a une taille d’environ 8 cm puis ont été transférées dans des bacs en plastiques, de
dimension 18cm x 13cm x 9cm, remplis de solutions hydroponiques de Hoegland (cf Figure.
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F1GURE 10 — Pot de 3 plantules d’ Atriplexr atacamensis 2 semaines aprés avoir été repiquée en pots

Chaque bac de solution hydroponique contenait 6 plantes maintenues par une plaque de
frigolite percée de trous bouchés par de 'ouate (cf Figure .

FicurEg 11 — Exemple d’un bac de culture d’Atriplex atacamensis en fin d’expérience

Aprés une semaine d’acclimatation au transfert en solution, les bacs ont été vidés et les
traitements ont été appliqués. Toutes les semaines, la solution a été maintenue a niveau par un
apport de solution hydroponique classique afin d’éviter un stress hydrique. Au bout d’un mois,
la solution a été a nouveau complétement remplacée par la solution contenant les traitements.
Au bout de deux mois de culture, les plantes de chaque bac ont été récoltées.

Les cultures ont eu lieu au sein des serres de 'université catholique de Louvain (UCL) en
conditions semi-controlée. Les cultures ont été soumises a une photo-période de 16h.La lumiére
d’origine naturelle a été complémentée par des lampes LED de 325 watts afin d’assurer une
intensité lumineuse d’environs 100 pmoles/m?s éclairant dans le bleu/rouge. L’humidité relative
était comprise entre 55 et 70% et la température oscillait entre 20 et 30°C.

Deux séries de cultures ont été effectuées au cours de cette étude.
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Premiére culture

Lors de la premiére culture, les plantes ont été confrontées aux polluants individuels & des
doses croissantes afin de déterminer quelle dose engendrait des symptomes sur les individus
sans provoquer leur mort. Trois doses ont été testées pour chacun des trois polluants et des
témoins ont été préparé a titre de comparaison, pour un total de 10 traitements. Les traitements
stressés au NaCl ont été exposés a des concentration de 100 mg/1, 1000 mg/1, et 10 000 mg/1
sous forme de NaCl. Les traitement stressés au bore (B) ont été exposés a des concentration
de 1 mg/1, 10 mg/1, et 100 mg/1 sous forme de H3BO, et ceux stressés a I’As ont été exposés
a des concentrations de 10 mg/1, 100 mg/1 et 1000 mg/1 sous forme de NasH AsO,.7TH50. Les
témoins ainsi que chaque dose ont été répétés 3 fois.

Lors de la récolte, les tiges, feuilles et racines de chaque bac ont été récoltés séparément. La
taille ainsi que le poids frais ont été mesurés a la récolte. Les échantillons ont ensuite étés séché
a 70°C pendant 48H. Une fois les organes séchées, le poids sec a été déterminé. Les teneurs en
éléments minéraux ont ensuite été mesurées a partir de la matiére séche.

Les doses occasionnant des symptémes sans provoquer la mort de tout les individus ont
été retenue pour la deuxiéme expérience. Les doses retenues sont : 10 000 mg/1 de NaCl, 100
mg/l d’As et 100 mg/l de B. Une fois les doses choisies, la seconde partie de l'expérience
a pu commencer. Aprés un mois de traitement, les quantités de B administrées dans chaque
traitement contenant déja du B ont été augmenté a 500 mg/1 car celui-ci ne semblait occasionner
aucun symptome visuel a la dose de 100 mg/l. Cette dose a été sélectionnée sur base d’une
expérience similaire effectuée sur A. atacamensis par [Marcelis and Lutts| (2019) dans le cadre
de son mémoire.

Deuxiéme culture

Une seconde série de cultures en solution a donc été préparée en suivant le protocole énoncé
précédemment. Ces bacs ont été exposés, eux, aux différentes combinaisons possibles des 3
stress étudiés aux concentrations sélectionnées. Nous avons, au total, 8 traitements : témoins,
NaCl, B, As, B-As, NaCl-As, B-NaCl, B-NaCl-As. Chaque traitement a été répété 5 fois.

Pour 3 des 5 bacs, les feuilles et les racines furent récoltées séparément et immédiatement
plongées dans de ’azote liquide. Les tiges n’ont pas été récupérées. Ces échantillons de matiére
fraiche ont ensuite été conservés a -80°C. Des analyses de teneur en malondialdehyde (MDA),
proline, et Glutathion (GSH) ont été effectuées sur la matiére fraiche.

Les racines, tiges et feuilles des 2 bacs restant ont été récoltées séparément. Les mesures
de taille et de poids frais ont été faites dés la récolte. L’ensemble a ensuite été séché a 70°C
pendant 48h. Une fois séchée, le poids sec des individus a été mesuré et la matiére séche a été
conservée a température ambiante jusqu’a étre analysée. La composition en éléments minéraux
a été déterminée & partir de la matiére seche (cf Figure [12)).

Les racines des plantes récoltées sont rincées a 1’eau distillée puis séchées avant d’étre pesées et
plongées dans 1’azote liquide.

Page 29



|Matériel et méthode| Raphaél Serckx

Fi1GURE 12 — Schéma de récolte des échantillons

Hoagland (6/0,5) diluée 200 fois
Produit 1 Concentration (g/L) | ds 62 L H20 d

__ NHaNos | 8 |
Solution A1 | CaiNO3)4H20 |  ses | 260mL
KNO3 | 35,7
KNO3 5 |
|  KHePO4 | 274
|__Mogsoarizo | = 246 |
Solution B | MnSO45H20 | = 0053 | 260 mL
_HBO3 | ota |
|__CusoasHzo |_, 0015
| (NH4)Mo7024.4H20 | 0,008
ZnS04.7H20 | 0.06
Solution de fer Fe EDDHA 1.87 260 mL

FicurEe 13 — Composition de la solution de Hoegland utilisée comme base pour la culture et I'application des traitements

3.2 Analyse des éléments minéraux

Les échantillons de matiére seche ont tout d’abord été broyés manuellement. Une fois a I’état
de poudre, entre 75 et 150 mg de matiére séche ont été pesées et introduits dans un ballon jaugé
de 10 ml. Cette matiére seche a été digérée pendant 12h dans 4 ml d’acide nitrique concentré

68%.

L’acide a ensuite été chauffé dans un bain de sable jusqu’a évaporation compléte. Les résidus
s’étant déposés au fond de chaque ballon jaugé ont été resuspendus dans 2 ml d’'un mélange
d’acide chloridrique 68% et d’acide nitrique 37% (3 :1,v :v). Les jaugés ont été chauffés jusqu’a
décoloration puis portées au trait de jauge avec de ’eau distillée. Le contenu des ballons jaugés
a ensuite été filtré a travers un papier filtre Wathman n°1 et récupéré dans des Falcons de 15
ml. Des blancs sont préparés en suivant exactement le méme processus, sans matiére séche.
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Les Falcons contenant les reliquats sont conservés a température ambiante jusqu’a leurs futurs
analyses. Les teneurs en Na' et en K™ ont été mesurées via un spectrométre d’absorption
atomique SOLAAR S Series AA. Les teneurs en As et B ont été mesurées par un laboratoire
tiers par Spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS)(Varian, type MPX) .

3.3 Analyses biochimiques
3.3.1 MDA (Heath and Packer, 1968)

250 mg d’échantillons de matiere fraiche broyée dans de l'azote ont été pesés et ont été
suspendus dans 5 ml d’un mélange d’acide trichloroacétique (5%v) contenant 1,25% de glycérol
au sein d’un Falcon de 15 ml. Ces Falcons ont ensuite été centrifugés a 12 000 g pendant 10
minutes a 4°C puis filtrés grace a un papier wathman n°1. Une fois le filtrat récupéré dans une
nouvelle série de Falcon, on préléve 2 ml de ce filtrat qu’on transfére dans une troisiéme série
de Falcon. 2 ml d’acide thiobarbiturique ont été ajoutés a chaque échantillon. Une fois mélangé
par vortex, les Falcons ont été incubés au bain-marie pendant 30 minutes & 100 °C. Au bout de
cette période ils ont été plongés dans la glace puis centrifugés a 12 000g pendant une minute.
Au terme de ces opérations, I’absorbance a 532 et & 600 nm (ABSs32, ABSgoo) a été mesurée par
spectrophotometrie via un spectrophotomeétre shimadzu uv 1800. La valeur obtenue a 600 nm
permet de soustraire ’absorbance due a ’absorbance non-spécifique. le coefficient d’extinction
molaire (€) utilisé est 155 mMtem~1. La concentration (Ceehant) dans les échantillons a été
calculé suivant la formule suivante. V correspond au volume initial (de 0.005 1) et M correspond
a la quantité en gramme de matiére fraiche pesée dans I’échantillon.

AbS = ABS532—AB 8600 y

Abs

CMDA: €

_ (Cmpa.2.V.1000)
Cechant - T

3.3.2 Proline (Bates et al., [1973)

Pour le dosage de la proline, environ 150 mg de matiére fraiche broyée a été introduites dans
un flacon de 15ml. Cette matiére fraiche a été suspendue dans 10 ml d’acide sulfosalicylique puis
incubée 30 minutes dans un bain-marie & 70°C. Une fois I'incubation terminée, les échantillons
ont été filtrés sur papier wathman n°1. 2 ml du filtrat a été transféré dans des tubes en verre
de 10 ml. On a ensuite ajouté 2 ml d’une solution de ninhydrine acide et 2 ml d’acide acétique
glacial. L’échantillon a été mélangé par vortex puis incubé pendant une heure & 90°C. Une
fois I'incubation terminée, les tubes ont été plongés dans de la glace pour arréter la réaction.
2 ml de toluéne ont été ajoutés puis les échantillons ont été mélangés par vortex pendant 10
secondes. La phase colorée a été prélevée et son absorbance a 520 nm a été déterminée via un
spectrophotometre par spectrophotometrie via un spectrophotomeétre shimadzu UV 1800.

3.3.3 Glutathion (Cereser et al., 2001)

Le dosage de glutathion s’est fait en deux étapes. Le glutathion total (GSHy,) a d’abords
été mesuré puis le glutathion réduit (GSH,..q4). Les concentrations de glutathion oxydé ont été
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estimées comme étant le GSH;,; moins le GSH,..4 le tout divisé par 2.

préparation des échantillons pour le dosage de GSH,. 4

Pour la préparation des dosages de GSH,.4 pour chaque traitement, 200 mg de matiére
fraiche préalablement broyée dans de 'azote liquide a été suspendue dans 4ml d’acide méta-
phosphorique 6% (MPA) puis a été mélangée avec un vortex. 1 ml de cette solution a été prélevé
et a été centrifugé a 4°C a 10 000 g pendant 7 minutes.

préparation des échantillons pour le dosage de GSH,,;

Pour la préparation des dosages de GSH;,; 200 mg de matiére fraiche, de chaque traitement,
préalablement broyée dans de 1’azote liquide a été suspendue dans 500 pl de tampon Tris (0.1M ;
pH 8.5) et 1ml de dithiothreitol 25 mM puis a été mélangée a I’aide d’un vortex. Aprés avoir été
laissé 30 minutes dans de la glace, 8ml de MPA a été ajouté a chaque échantillons puis ceux-ci
ont été mélangés a 'aide d’un vortex. 1 ml de cette solution a été prélevé et a été centrifugé a
4°C a 10 000 g pendant 7 minutes.

Pour le dosage

pour 'ensemble des échantillons préparé (GSH;,; et GSH,.q) 100ul de chaque échantillon
a été prélevé puis a été mélangé 100ul de O-phtaldialdehyde (OPA 5%). Aprés 5 minutes
d’incubation, 800 pl de phosphate de sodium (500mM ; pH 7) ont été ajouté puis ’ensemble a
¢été mélangé. Les échantillons ont ensuite été filtré a travers un microfiltre Chromafil PES-45/15
(Macherey-Nagel) de 0.45 pm et les dérivés d’OPA ont été séparé par un gradient acetonitrile-
sodium acetate via un colone HPLC a phase inverse. 5 ul de chaque échantillons ont été lu par
le biais d'un systéme d’un systéme HPLC Shimadzu. Apreés excitation a 340 nm, le glutathion
a été dosé a 420 nm par fluorométrie. La concentration a été estimée & ’aide d’une droite de
calibration de 9 points établie a ’aide de standard.

3.4 Traitements statistiques

Le traitement statistique des données a été effectué a l'aide du programme R. La version
utilisée est R version 3.6.0 (26/04/2019). La normalité des données a été vérifiée par le biais
d’un test de Shapiro-Wilk tandis que I’homoscédasticité a été vérifié par le biais d’un test de
Bartlett. Afin de déterminer si les traitements ont eu un effet, une ANOVA a un seul facteur
a été appliquée lorsque la normalité ainsi que ’homogénéité des variances étaient respectées,
L’ANOVA a ensuite été suivie d’'un test de Tukey. Dans le cas ot les conditions d’application
de PANOVA n’étaient pas respectées, un test non-paramétrique (le test de Krukal-Wallis) a été
effectué et a été suivi par un test de Dunnett T3.
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4 Analyse des résultats

4.1 Reésultats du ler quadrimestre : Détermination de la dose létale
4.1.1 Taux de mortalité

Le B ne semble pas influer sur le taux de mortalité. Ce taux reste équivalent aux témoins
peu importe la dose. Le traitement sel semble réduire le taux de mortalité tandis que le taux de
mortalité des traitement & I’As a tendance & augmenter avec la dose. La mortalité au niveau du
traitement As 100 mg/1 est 4 fois plus élevé qu’au niveau des témoins (cf Figure. L’entiéreté
des individus exposés au traitement As 1000 mg/1 sont morts une semaine aprés avoir été exposé
aux traitements.

Taux de mortalité [%]

Témoins 5.6
100 mg/L 0.0

NaCl 1000 mg/L 0.0
10 000 mg/L 0.0

1 mg/L 5.6

B 10 mg/L 5.6
100 mg/L 5.6

10 mg/L 0.0

As 100 mg/L 22.2
1000 mg/L 100.0

FiGURE 14 — Taux de mortalité mesuré lors de la récolte aprés 2 mois de traitement en
solution hydroponiques. Les individus morts des trois répétitions de chaque traitement ont

plantes impliquées dans chaque traitements
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4.1.2 Taille des individus

Aucune différence significative au niveau des tailles n’a été constatée (cf Figure . A titre
d’observation, dans chacun des réplicats, on pouvait observer la présence d’un individu chétif
ainsi que d’un individu visiblement plus développé que les autres. La présence de ces individus
augmente la variance et rend difficile de faire la distinction entre les traitement compte tenu
que la taille moyenne oscille autour de valeurs proches.

Taille de la partie aerienne
80

70

a
a
a a a a
' ‘ a ' '
a l l a
T- B B As As

Taille [em]
o w IS v @
S =3 S = =

=
(=]

NaCl NaCl NaCl B
100 mg/L 1000 mg/L 10000 mg/L 1 mg/L 10 mg/L 100 mg/L 10 mg/L 100 mg/L

Traitements

FicuURE 15 — Taille moyenne des parties aériennes aprés 2 mois de traitement en solution
hydroponique pour chaque traitement. Chaque valeur correspond a la moyenne de 3 réplicats.
Les barres verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres au-dessus des
écart-types indiquent les résultats de l’analyse statistique. Des lettres différentes signifient
des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05. Le traitement As 1000
mg/l n’est pas représenté car tous les individus sont morts.
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4.1.3 Poids frais

La figure montre les mesure de poids frais obtenue durant ’expérience préliminaire du
premier quadrimestre. Le poids frais des individus a été mesuré. On peut remarquer qu’aucun
des traitements a "faible dose" (NaCl 100 mg/1, B 1 mg/1, As 10 mg/1) n’induit de changement
au niveau du poids frais des individus dans aucune des sections de la plante.

Le sel a une influence positive sur le poids frais a partir d’'une dose de 1000 mg/l aussi
bien au niveau des racines que au niveau des tiges et des feuilles. Cet effet ne semple pas plus
important dans le traitement NaCl 10 000 mg/1.

Le traitement B 100 mg/] a une influence positive sur au niveau du poids frais des racines
et des tiges. Il semble aussi y avoir une influence positive sur les feuilles mais cette tendance au

niveau des feuilles n’est pas significative.

Le traitement As 100 mg/l quand a lui semble augmenter le poids frais de chaque partie
mais cette mesure n’est pas significativement différente.
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As
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As As
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FicUurE 16 — Poids frais moyen des racines, des tiges et des feuilles aprés 2 mois de traitement en solution hy-
droponique pour chaque traitement. Chaque valeur correspond a la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales
correspondent aux écarts types standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de ’analyse
statistique. Des lettres différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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4.1.4 Poids sec

La Figure[I7] nous permet de voir qu’au niveau des racines, on ne constate pas de différences
significatives entre les traitements au niveau du poids sec mais il semble y avoir une baisse non-
significative de la masse des racines dans les cas des traitements NaCl 10 000 mg/1, B 100 mg/1
et As 100 mg/1.

les résultats obtenus sur les tiges montrent que le poids sec des tiges ne semble pas affecté
peu importe le traitement et on ne peut en dégager aucune différence significative.

Quant aux feuilles,on constate une augmentation significative du poids secs des feuilles par
rapport aux autres traitement en présence de NaCl 10 000 mg/l. On peut aussi voir qu’en
présence de B 1 mg/1 le poids sec des feuilles est inférieur a celui des autres traitements . Les
autres traitements sont équivalents entre eux et aux témoins .
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Poids sec des racines
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F1GURE 17 — Poids sec moyen des racines, des tiges et des feuilles aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique
pour chaque traitement. Chaque valeur correspond a la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent
aux écarts types standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de l’analyse statistique. Des
lettres différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05. Le traitement As 1000
mg/] n’est pas représenté car tous les individus sont morts.
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4.1.5 Teneur en éléments minéraux

Teneur en As

Sur la figure on remarque qu’il y a une quantité d’éléments minéraux plus élevé d’As
dans les racines des traitements As 10 mg/l et 1000 mg/l que dans les témoins. La quantité
d’éléments minéraux se trouvant dans le traitement 1000 mg/1 est plus importante que celle du
traitement 10 mg/l. On ne peut cependant rien affirmer vis a vis du traitement As 100 mg/1.
La concentration en As est plus élevée dans les traitement As 1000 mg/1 que dans les 10 mg/1.

La concentration en As au niveau des tiges augmente a mesure que 'intensité du traitement
appliqué augmente.

Au niveau des feuilles, les traitements exposés & I’As en possédent significativement plus
que le témoin mais ne sont pas distinguables entre eux. Les racines, les tiges et les feuilles du
traitements As 1000 mg/1 ne pouvant étre récoltées séparément. Les plantes entiréres ont été
récolté et traité ensemble. Le résultat du traitement As 1000 mg/l est comparé au racines car
les concentrations en As est du méme ordre de grandeur.

Teneur en As dans les racines Teneur en As dans les tiges
90000

abe 5000 c
= 80000 g 4500
%‘, 70000 & 4000
E: E)
& 60000 c E 3500
£ 50000 @ 3000
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5 40000 2 oo
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£ 30000 ® 1500 b
€ b=}
E 20000 b S 1000 I
g
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a V] 0 -
0 - .
Té As 10 mg/I As 100 mg/!
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Témoins As 10 mg/I As 100 mg/|
Traitements

FiGuURE 18 — Concentration moyenne en As dans les racines, les tiges et les feuilles en mg d’As par
kg de matiére seéche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique. Chaque valeur corres-
pond a la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards.
Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de I’analyse statistique. Des lettres
différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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Teneur en B

Comme nous le montre la Figure [I9] les concentration en B racinaire augmentent avec 1’ap-
port de B mais semble atteindre un plateau & partir du traitement 10 mg/l. Les teneurs en B
dans les traitements 10 mg/1 et 100 mg/1 ne sont pas significativement différentes et semblent
accumuler des quantités similaires.

Le traitement 1 mg/] n’induit pas de différence significative vis a vis des témoins au niveau
de 'accumulation de B dans les tiges tandis que les traitements 10 mg/1 et 100 mg/1 accumulent
davantage de B que les témoins mais il n’est pas possible d’affirmer une différence entre ces
deux traitements .

Enfin, on remarque que les concentrations en B foliaire augmentent & mesure que la dose
augmente.
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Ficure 19 — Concentration moyenne en B dans les racines, les tiges et les feuilles en mg de B par
kg de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique. Chaque valeur corres-
pond & la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards.
Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de ’analyse statistique. Des lettres
différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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Teneur en Na™

On remarque que la concentration en Na' dans les différentes parties de la plante augmente
avec la dose de sel (cf Figure [20).

On peut constater qu’il y a davantage de Na™ dans les feuilles que dans les racines dans le

cas du traitements 1000 mg/]1 mais que cette tendance s’inverse dans le cas du traitement 10
000 mg/1.
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Ficure 20 — Concentration moyenne en Nat dans les racines, les tiges et les feuilles en mg
de Na™ par kg de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique. Chaque
valeur correspond & la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types
standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de ’analyse statistique. Des
lettres différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.

Page 41



|Analyse des résultats| Raphaél Serckx

Teneur en K+

Aucune différence significative ne peut étre faite au niveau des racines

L’effet du NaCl sur les concentrations en K dans les tiges est peu marqué et il n’est pas
possible de distinguer les traitements des témoins.

Dans les feuilles, on remarque que les concentrations en K™ sont inférieure a celle des témoins
mais que les concentrations des deux traitements ne peuvnt étre distinguées. Les traitements
NaCl 10 000 mg/1 présentent la valeur moyenne la plus baisse. (cf Figure :
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Ficure 21 — Concentration moyenne en K dans les racines, les tiges et les feuilles en mg
de KT par kg de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique. Chaque
valeur correspond & la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types
standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de I’analyse statistique. Des
lettres différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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4.2 Résultats du deuxiéme quadrimestre : Réponse & un stress com-
biné
4.2.1 Poids frais

Au niveau de la partie racinaire : on ne peut pas dégager de différence significative avec
les témoins a 'exception du traitement As-NaCl. On peut aussi remarquer que le traitement
NaCl a un poids frais significativement plus élevé que les traitements As, B, B-NaCl et B-As.
Il y a une augmentation non-significative du poids frais des traitements NaCl et As-B-NaCl
(All) comparativement aux témoins. La présence de sel semble occasionner une augmentation
du poids frais dans les traitement sauf dans le cas du B-NaCl (cf Figure 22)).

Pour les tiges, on ne peut pas dégager de différence significative entre les traitements et
les témoins. La seule différence notable a noter est que le traitement NaCl a un poids frais
supérieur a celui des traitements As, B, B-NaCl et B-As.

Quant aux poids frais des feuilles, le traitement NaCl est encore une fois le traitement avec
la valeur moyenne la plus élevée et son poids frais est significativement plus important que celui
des autres traitements. Les traitements contenant du B semblent étre affectés et voient leurs
poids frais baisser a ’exception du traitement All.

On peut remarquer au niveau des racines et des feuilles que la présence de NaCl semble
augmenter le poids frais des traitements excepté dans le cas des traitement B-NaCl qui restent
équivalents aux traitements B seul. Le B quant a lui semble induire une baisse du poids frais.
Ces effets observés sont par contre moins marqués au niveau des tiges.
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Ficurge 22 — Poids frais moyen des racines, des tiges et des feuilles en grammes aprés 2 mois
de traitement en solution hydroponique pour chaque traitement. Le traitements "All" correspond
a lapplication de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la moyenne de 2 réplicats. Les barres
verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent
les résultats de ’analyse statistique. Des lettres différentes signifient des résultats significativement
différents pour une p-valeur de 0,05.
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4.2.2 Poids sec

La présence de B au niveau des racines réduit le poids sec tandis que le NaCl entraine une
augmentation du poids sec . ’As ne semble pas avoir d’effet (cf Figure .

La seule différence significative au niveau des tiges est que le traitement NaCl & un poids
sec supérieur au traitement B mais aucun autre distinction ne peut étre faite.

Pour 'analyse du poids sec dans les feuilles, on peut voir un net effet positif du traitement

Na sur le poids sec en comparaison des témoins. De méme, les comparaisons des paires de
traitements As :As-NaCl et B :As-NaCl mettent en avant un effet positif du sel.
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FicuRrE 23 — Poids sec moyen des racines, des tiges et des feuilles en grammes aprés 2 mois de
traitement en solution hydroponique pour chaque traitement. Le traitements "All" correspond a
I’application de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la moyenne de 2 réplicats. Les barres
verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent
les résultats de ’analyse statistique. Des lettres différentes signifient des résultats significativement

différents pour une p-valeur de 0,05.

Page 46



|Ana1yse des résultats| Raphaél Serckx

4.2.3 Teneur en éléments minéraux
Teneur en As

La base de référence prise pour effectuer des comparaison dans le cas des teneur en As
représentées en Figure est le traitement As. La présence de NaCl dans le traitement a
tendance & diminuer la quantité d’As retrouvé dans les différentes parties de la plante comme
on peut le voir en comparant les teneurs en As dans les traitements As et As-NaCl. Cet effet
peut aussi étre remarqué en comparant les traitements B-As et All. On constate aussi que le
traitement B-As semble accumuler plus d’As que le traitement exposé uniquement & de I’As
mais que cette tendance ne peu étre affirmée .
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F1GURE 24 — Teneur moyenne en As dans les racines, les tiges et les feuilles en mg d’As par
kg de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique pour chaque traitement
contenant de I’As. Le traitements "All" correspond & l’application de B, sel et As. Chaque va-
leur correspond & la moyenne de 4 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types
standards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de I’analyse statistique. Des
lettres différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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Teneur en B

La base de référence prise pour effectuer des comparaison dans le cas des teneurs en B est
le traitement B.

Les teneurs en B des racines (montrées en Figure traités & la fois par du B et du NaCl
accumulent une quantité plus faible de B qu’avec le traitement B seul. Les traitements All ont
une concentration significativement plus élevée en B que les traitements B. Un effet similaire
est observé dans le cas des traitements B-As mais cette tendance n’est pas significative.

Comparativement au traitement B, pour le cas des tiges, la présence d’As et de B combinés
ne semble pas avoir d’effet sur les teneurs mesurées. Le traitement All ne peut étre distingué du
traitement B ni du traitement B-As.On remarque cependant que la concentration est nettement
plus élevée dans le cas du traitement B-NaCl.

Les concentrations en B dans les feuilles sont plus importantes dans les traitements combinés
que de le traitement simple. La concentration est maximale dans le cas du traitement B-NaCl

mais les traitement B-As et All présentent eux aussi une teneur en B significativement plus
importante.
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FiGURE 25 — Teneur moyenne en B dans les racines, les tiges et les feuilles en mg de B par
kg de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique pour chaque traitement
contenant du B. Le traitements "All" correspond a ’application de B, sel et As. Chaque valeur
correspond a la moyenne de 4 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types stan-
dards. Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de ’analyse statistique. Des
lettres différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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Teneur en Nat

Pour les résultats en teneur de Na™, on peut constater au niveau des racines (cf Figure
qu'il y a significativement plus de Na™ dans tous les traitements contenant du NaCl que dans
les témoins. Il n’y a cependant pas de distinction faisable entre les autres traitements.

Au niveau des tiges, I’addition de B semble entrainer une augmentation de la teneur en Na™
comme on peut le constater en comparant le traitement NaCl et le traitement B-NaCl. Cette
tendance ne semble, par contre, pas maintenue dans le cas du traitement All . Les traitement
All et As-NaCl ne sont pas significativement différents du traitement NaCl.

Au niveau des feuilles, L’ajout d’As semble augmenter la concentration en Na'. Il n’y a
pas de différence de concentration entre le traitement NaCl et le traitement B-NaCl. Il y a une
baisse significative de la teneur en Na dans le cas du traitement All par rapport a ces deux
traitements. Cet effet semble apparaitre lorsqu’on compare les traitements NaCl et As-NaCl
mais la différence n’est pas significative. Dans le cas du traitement As, la teneur en Na' est
aussi significativement plus élevée que celle des témoins mais moindre que celle des traitements
contenant du NaCl.
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F1GURE 26 — Teneur moyenne en Na™ dans les racines, les tiges et les feuilles en mg de Na™ par
kg de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponiques pour chaque traitement.
Le traitements "All" correspond a ’application de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la
moyenne de 4 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres
au-dessus des écart-types indiquent les résultats de l’analyse statistique. Des lettres différentes
signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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En regardant les teneurs en K* Figure 27, on remarque que les traitements n’occasionnent
pas d’effets significatifs, au niveau des racines, sauf dans le cas du traitement B-NaCl, qui a
une concentration en K* significativement plus faible que les autres traitements a I’exception

du cas As-NaCl.

Au niveau des tiges, la présence d’As n’a pas d’effet sur la concentration en K*. La présence
de B améne a une augmentation de la concentration en K. Cet effet n’est pas significatif lors-
qu’'on compare les témoins. Le NaCl semble réduire la teneur en K™ dans les tiges.

Concernant les feuilles, les teneurs en K ne semblent pas affectées par la présence de B. Par
contre on remarque que la présence d’As ou de NaCl entraine une reduction de la concentration
en K foliaire.
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F1GURE 27 — Teneur moyenne en K dans les racines, les tiges et les feuilles en mg de K* par kg
de matiére séche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponiques pour chaque traitement.
Le traitements "All" correspond a lapplication de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la
moyenne de 4 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres
au-dessus des écart-types indiquent les résultats de I'analyse statistique. Des lettres différentes
signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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4.2.4 Teneur en MDA

Les concentrations en MDA racinaire ne sont pas significativement différentes les unes des
autres. On peut néanmoins remarquer une baisse générale des teneurs en MDA au sein de
chaque traitement contenant du B ainsi que du NaCl.

Les concentrations en MDA foliaire sont plus importantes qu’au sein des racines. Le trai-
tement B entraine une augmentation significative de la teneur en MDA par rapport compara-
tivement aux témoins. Les traitements As-B et B-NaCl semblent provoquer une augmentation
de la teneur en MDA mais cette tendance n’est pas significative.
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FIGURE 28 — Teneur moyenne en MDA dans les racines et les feuilles en micromoles par gramme
de matiére fraiche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponiques pour chaque traitement.
Le traitements "All" correspond & l'application de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la
moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres
au-dessus des écart-types indiquent les résultats de ’analyse statistique. Des lettres différentes
signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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4.2.5 Dosage du glutathion

Teneur en glutathion

Les teneurs en glutathion au sein des racines sont réduites par la présence de NaCl et de
B. L’effet négatif du sel sur la concentration en glutathion peut aussi étre remarqué au niveau
des feuilles.

L’As semble réduire les teneurs en glutathion mais cette tendance n’est pas significative.

En comparant les témoins au traitement B, on ne peut pas dégager d’effets significatifs
mais en comparant les traitements As et As-B ainsi que NaCl et Nacl-B on observe une légére
augmentation de la teneur en glutathion en présence de B dans le cas d’'un stress combiné. Il
n’est par contre pas possible de faire la différence entre les traitements NaCl, As-NaCl et All,
qui présentent des concentrations en glutathion inférieures a celles des témoins.
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FiGURE 29 — Teneur moyenne en glutathion dans les racines et les feuilles en micromoles par
gramme de matiére fraiche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponiques pour chaque
traitement. Le traitements "All" correspond a l'application de B, sel et As. Chaque valeur corres-
pond & la moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards.
Les lettres au-dessus des écart-types indiquent les résultats de ’analyse statistique. Des lettres
différentes signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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Proportion du glutathion total sous forme oxydé

(glutathionzyaq)
(glutathionotar)

en évidence de différences significatives entre les différents traitements au sein des racines. Les

Vis a vis des ratios représentés sur la Figure , il n’est pas possible de mettre

feuilles des individus exposés au traitement As semblent voir leurs ratios baissés tandis que la

présence de NaCl a tendance a augmenter la proportion de glutathion oxydé. ces tendances
(glutathiongzyaq)
(glutathionotqr)

pour que des tendances claires puissent étre dégagées, surtout au niveau des racines et laissent

ne sont cependant pas significatives. Les écart-types des ratios sont trop élevées
supposer une variabilité importante.
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Ficure 30 — Rapport de la concentration en glutathion oxydé mesurée sur la concentration en
glutathion totale en % aprés 2 mois de traitement en solution hydroponique pour chaque traitement.
Le traitements "All" correspond a l’application de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la
moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres
au-dessus des écart-types indiquent les résultats de I'analyse statistique. Des lettres différentes
signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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4.2.6 Teneur en proline

Au niveau des racines, la seule différence significative est que les traitements All ont une
teneur en proline supérieure a celle des traitements As-B (cf Figure .

Les feuilles ne semblent pas affectées par la présence d’As, il n’y a pas de différence entre
les témoins et les traitements As, As-NaCl et All. Le B augmente la concentration en proline
dans tous les traitements ot il est présent. Il y a davantage de proline dans les feuilles que dans
les racines.
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Fi1cuURE 31 — Teneur moyenne en proline dans les racines et les feuilles en micromoles par gramme
de matiére fraiche aprés 2 mois de traitement en solution hydroponiques pour chaque traitement.
Le traitements "All" correspond a lapplication de B, sel et As. Chaque valeur correspond a la
moyenne de 3 réplicats. Les barres verticales correspondent aux écarts types standards. Les lettres
au-dessus des écart-types indiquent les résultats de I'analyse statistique. Des lettres différentes
signifient des résultats significativement différents pour une p-valeur de 0,05.
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5 Discussion

La région de Quillagua, d’ou proviennent les graines d’Atriplex atacamensis utilisées dans
ce travail, est une zone connue pour présenter une forte concentration en As, B et NaCl
Peu de végétation parvient a se développer dans cet environnement & 'exception d’Atriplex
atacamensis. Cette constatation laisse penser que cette espéce a développé des mécanismes de
tolérance et/ou de résistance a la présence de ces polluants. La présence conjointe de B, As et
NaCl en grande quantité dans la région d’Atacama et I'absence d’études sur l'effet combiné de
ces trois éléments ont motivé la présente étude. Les effets combinés de ces trois polluants sur
Atriplex atacamensis feront 'objet de cette discussion. La premiére partie de cette expérience,
visant a évaluer les capacités de résistance d’Atriplex atacamensis, a montré que la dose létale
de chacun des éléments étudiés est élevée. Atripler est capable de résister & des concentrations
de 10 mg/1 d’As, 100 mg/1 de B et 10 000 mg/1 de NaCl sans que cela n’affecte son taux
de mortalité. On remarque que dans le cas du traitement d’As 100 mg/l méme si le taux
de mortalité est passé a 22%, les poids secs et frais des traitements restent équivalents aux
témoins, ce qui laisse penser & un phénomeéne de compensation. Il est aussi a noter que ces
concentrations (As 100 mg/1, B 100 mg/1 et NaCl 10 000 mg/1) sont nettement plus élevées que
celles rencontrées au niveau des sols de 'oasis de Quillagua ainsi qu’au sein du la riviére Rio
loa (Vromman et al., 2016c¢).

5.1 Paramétres de croissance

Aucune différence significative ne peut étre faite entre les témoins et les traitements As
aussi bien au niveau du poids sec que du poids frais. De méme, les différentes comparaisons
couples par couples de traitements possibles ne permettent pas non plus de mettre en évidence
de différences significatives. On observe cependant de légéres baisses de poids en comparant les
témoins et les traitements As qui laissent penser que I’As a effectivement un effet négatif sur la
croissance d’ Atriplex atacamensis mais que la dose appliquée n’est pas toxique pour cette espéce
dans les conditions de notre expérience. Les effets des stress combinés contenant de I’As sur les
paramétres de croissance sont en effet similaires a ceux des stress uniques correspondants.

5.2 Effets des stress combinés sur ’accumulation d’arsenic

La Figure [24] montre que la répartition de I’As au sein des différents organes d’ Atriplex ata-
camensis n’est pas affectée par 'application des stress multiples. La majorité (entre 70 et 75%)
de I’As présent dans la plante est retrouvé dans les racines et ce, peu importe le traitement.
L’ordre d’accumulation préférentiel semble étre racines > tiges > feuilles. On retrouve de 8 a
9 fois plus d’As dans les racines que dans les feuilles et 2 & 3 fois plus d’As dans les tiges que
dans les feuilles. Ces résultats semblent correspondre & la littérature qui montre que les sites de
séquestration préférentiels sont les racines ainsi que les compartiments pariétaux (Abbas et al.,
2018; [Tripathi et all 2012; [Vromman et al., 2016c; [Verbruggen et al., 2009)).

Les concentrations en As ont été modifiées par les traitements. Au niveau racinaire, le traite-
ment B-As accumule significativement plus d’As que le traitement As-NaCl et All. Les résultats
obtenus laisseraient penser que la présence de sel réduirait ’absorption d’As tandis que le B
I’augmenterait. Mais ces deux tendances ne peuvent pas étre affirmées statistiquement. |Demir
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et al.| (2013) ont effectivement montré que la salinité réduisait la perception d’As sur Cakile
maritima. Pareillement Delphine Vromman et al (2016) ont constaté dans leur étude que 1’ab-
sorption d’As par Atripler atacamensis est réduite par la présence de sel. Aucun mécanisme
n’a pour l'instant été avancé pour expliquer cette diminution. On peut néanmoins écarter la
possibilité que cette baisse soit dlie & une complexation ou un changement de spéciation de I’As
dans la solution hydroponique (Vromman et al., 2016a)).

On retrouve peu d’études sur l'effet d’'un stress combiné As-B. Les résultats de [Marcelis
and Lutts (2019) montrent une baisse de I'absorption d’As en présence de B tandis que Wang
et al.| (2010) n’observe pas de changement des habitudes d’accumulation chez Pteris vittata. 11
est avancé que I’As(III) ainsi que l'acide borique sont tous les deux absorbés par le biais de
proteine NIP, un sous groupe de la famille des aquaporines. Il y aurait donc un potentiel effet
de compétition entre les deux composés. La forme d’As utilisée dans le cadre de cette étude est
I’As(V), celle-ci est stable sous cette forme en solution hydropnique (Vromman et al.l 2016al),
et est absorbé selon des mécanismes différents. Dans notre cas, aucun effet significatif di a la
présence de B sur ’absorption d’As n’a pu étre dégagé. Il n’y a pas ou peu d’effet de la part
du B sur I'absorption d’As aux doses utilisées. Les différences entre les résultats de cette étude
et celle effectuée par Marcelis and Lutts| (2019) pourrait étre expliquées par les différences de
concentrations ainsi que de forme de B utilisée.

5.3 Effets des stress combinés sur ’accumulation de B

Les effets sur la croissance ne sont pas marqués mais il semble que le B en forte concentration
a un effet néfaste sur la croissance d’Atriplex atacamensis. Vis a vis de la teneur en B, les trai-
tements combinés entrainent des modifications de la répartition du B au sein de la plante et ce,
tout particulierement dans le cas B-NaCl. L’As comme le sel semblent favoriser ’accumulation
de B au niveau des feuilles. Cet effet est plus marqué dans le cas de la présence de NaCl et de B.

Les résultats des études menée vis a vis de I’accumulation de B en conditions salines sont
contradictoires. Il a été avancé que les comportements observables dépendent des espéces étu-
diées ainsi que de leur résistance au B et a la salinité (Edelstein et al., 2005; |Alpaslan and
Gunes, 2001)). On observe une baisse de ’absorption de B liée & une réduction de I’absorption
d’eau dans certains cas (Edelstein et al., [2005) tandis qu’avec |Alpaslan and Gunes| (2001) on a
constaté que la sensibilité au B en condition saline est liée a une absorption accru dans le cas
du concombre. Dans leur étude sur la résistance au B en condition saline, Ben-Gal and Shani
(2002)) ont noté que la réduction du flux transpiratoire observée en présence d’excés de B était
inhibée lors d’une exposition simultanée au B et au sel. Le B semble entrainer une réduction
de croissance au niveau des feuilles quand il s’y trouve en grande quantité. Or on retrouve
des concentrations nettement plus élevées dans le traitement B-Nacl que dans le traitement B
simple (7 fois plus importantes). Malgré cette augmentation, aucun symptome n’a été observé
et il n’y a pas de différence entre les poids des deux traitements.

Cela laisse penser qu'une compartimentation du B plus efficace a lieu en présence de sel.
L’extrusion de B et de sel par des glandes salines a déja été observée par |[Rozema et al.| (1992))
sur Spartina anglica. Des mécanismes de compartimentation ou d’extrusion pourraient étre
activés en présence de sel et mener a ’accumulation du B dans ’apoplasme, les vacuoles ou au
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sein des glandes salines.

5.4 Effets des stress combinés sur ’accumulation de Nat et de K-

Les résultats obtenus dans la section 4.2.1 de cette étude semblent montrer que le sel a une
influence positive sur la croissance. Le sel occasionne une augmentation du poids frais et du
poids sec. Cette réponse est connue auprés des espéces halophytes tel que Salicornia brachiata
(Parida and Jha; 2013; Flowers and Colmer, [2008]).

Tout comme Panda A. et al ont observé sur Suaeda maritima, la présence d’As n’a pas ’air
de provoquer de changement significatif au niveau des teneur en Na™. Le B quant a lui semble
provoquer une augmentation de la teneur en Na™ dans les tiges, ce qui pourrait correspondre &
une séquestration au sein des parois du collenchyme tel que 1’a montré (Princi et al., |2016).

On remarque que le traitement As présente une quantité significativement plus importante
de Na™ que les témoins. Cet effet est trés probablement da au fait que I’As a été dispensé sous
forme d’arséniate de sodium. Une certaine quantité de Na™ est donc apporté au milieu lors de
I'ajout d’As aux traitements.

La Figure nous montre que la présence de sel impacte négativement les teneur en K*
dans les tiges et les feuilles. Le Na™ n’est pas un élément essentiel a la plante contrairement
au K'. Le fait que I'apport de sel réduit la teneur en K* tout en augmentant la croissance
d’ Atriplex atacamensis peut mener & penser que cette espéce est capable d’utiliser du Na™ pour
assurer son équilibre osmotique, il remplirait donc un des réles des ions K" (Wakeel et al., 2011]).

Le traitement triple posséde des concentrations similaires & celles du traitement NaCl. Les
effets ressentis par les feuilles seraient donc limités & ceux provoqués par la présence de sel. Le
B et I’As n’influenceraient pas les teneurs en K.

5.5 Effets de I’application de bore, sel et Arsenic sur A. atacamensis

La comparaison entre les traitements All et B-Nacl reléve un point intéressant : les trai-
tements B-NaCl possédent un poids sec et frais généralement inférieur au traitement All. Ces
deux traitements sont les mémes a I'exception d’un apport d’As en plus dans le traitement All.

Les mesures de teneur en éléments minéraux montrent une diminution de la teneur en Na™
au niveau des feuilles. Les teneurs en B au sein des tiges et des feuilles baissent en présence d’As.
Comme constaté précédemment, I’As a la dose utilisée ne provoque pas ou peu de symptomes
chez Atriplex atacamensis. On peut donc supposer que la présence d’As ameéne un effet positif
en réduisant 1’absorption de B (cf Figure qui a un effet négatif sur la croissance tel que le
montre les Figures 22] et 23] Les concentrations en MDA foliaire montrent aussi que la présence
de B entraine un stress oxydatif et que dans le cas du traitement All, ce stress oxydatif est réduit.

La complexation d'une partie des éléments dans la solution pourrait étre une hypothése
expliquant cette réduction de perception de B. Cependant aucun exemple de complexation
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entre l'arséniate et 1’acide borique n’a été trouvé dans la littérature, ni mis en évidence lors
d’expériences similaires (Marcelis and Lutts, 2019, Vromman et al., [2016a).

La deuxiéme hypotheése serait que la résistance au bore accrue en présence de sel serait due
a un changement de la répartition des éléments au sein de la plante tel que la mise en place de
mécanisme de séquestration racinaire ou l’excrétion de B.

Le traitement All se comporte de maniére trés similaire au traitement B-As. Méme si 1’As
et le NaCl semblent tout les deux augmenter les quantités de B foliaire, cet effet ne semble
pas additif. Nos résultats laisseraient penser que l'effet de 1’As réprimerait 'influence du NaCl
sur la concentration en B. Seul l'effet occasionné par I’As est observé. Une autre option serait
que la présence de ces trois éléments, présents naturellement dans ’environnement naturel de
Atriplex atacamensis, entraine une réponse spécifique indépendante des mécanismes impliqués
en cas de stress individuel ou double (Liu et al., [2013) .

5.6 Effets des stress combinés sur les teneurs en MDA, proline et
glutathion

Les teneurs en MDA (malondialdehyde) ainsi que les teneurs en glutathion ont été mesurées
a titre d’indicateurs du stress oxydatif provoqué par les traitements. Les concentrations en MDA
racinaire sont bien plus faibles que celles retrouvées dans les feuilles malgré la présence d’une
quantité non-négligeable de B et le fait que les racines soient un site d’accumulation d’As. Les
feuilles, elles, sont affectées par la présence de B et contiennent significativement plus de MDA
que les témoins. La différence de concentration en MDA entre les deux organes pourrait étre
expliquée par des mécanismes de séquestration vacuolaire ou par une production de composés
engagés dans la détoxication, tel que le glutathion, plus importante dans les racines. Mais bien
que les teneurs en glutathion foliaire (impliqué a la gestion le stress oxydatif) ne sont que 2 & 3
fois plus élevées dans les feuilles, les concentrations en MDA (indicateurices du stress oxydatif
ressenti) sont prés de 10 fois plus élevées dans les feuilles que dans les racines. On pourrait
en déduire que les feuilles sont beaucoup plus sensibles a la présence de B, d’As ou NaCl que
les racines. Cette observation est en accord avec la littérature : ’As et le B sont connus pour
interférer avec le fonctionnement des tissus photosynthétiques notamment en agissant sur les

photosystémes I1. Cette interférence peut mener a un surplus d’énergie lumineuse qui entraine
la production de ROS (Wang et al.| 2012, 2016; |Landi et al.| 2012).

L’As n’induit pas de production de MDA a la dose appliquée, cela va dans le sens de notre
hypothése qui soutient que I’As, & cette dose, ne provoque pas de stress auprés d’ Atriplex ataca-
mensis. Une baisse non-significative de la concentration en MDA est observée dans le traitement
B-NaCl au niveau des feuilles et ce, malgré la concentration bien plus importante en B. Cela
renforce 'idée que la présence de NaCl induit une séquestration du B plus efficace chez Atriplex
atacamensis. Le traitement triple présente une faible teneur en MDA, laissant penser qu’il n’est
pas exposé a un stress oxydatif ou est capable d’y palier.

Concernant le glutathion, la présence de sel réduit les concentrations en glutathion aussi
bien au niveau des feuilles que des racines. Cette réponse est tout a fait particuliére étant donné
que la majorité des études montre que la salinité entraine une production plus importante de
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glutathion notamment chez Atriplex atacamensis (Anjum et al., [2014; Ruiz and Blumwald),
2002; Nazar et all| 2011)). Benzarti et al| (2012)) ont néanmoins constaté que les teneurs en
glutathion augmente avec la salinité jusqu’a un certain niveau mais diminue & nouveau en cas
d’exposition & une salinité importante auprés d’une autre espéce du genre Atripler. Aucune
explication n’a été trouvée pour justifier une baisse de la teneur en glutathion en présence de
sel. Ces résultats pourraient étre diis & une erreur mais le sujet semble peu étudié dans le cas
d’ Atriplex atacamensis. De nouvelles expériences pourraient étre menées pour expliquer cette
tendance. Une explication possible serait que la présence de sel entrainerait la production de
phytochélatine. Ce polymeére de glutathion n’est pas dosé dans le protocole utilisé pour mesu-
rer les teneurs en glutathion. Ainsi, on peut supposer que si la production de glutathion n’est
pas améliorée par la présence de sel, qui n’occasionne pas de stress, et que le glutathion est
converti en phytochélatine, on observerait une baisse de la concentration en glutathion dans la
plante. Pour appuyer cette hypotheése, il est possible d’avancer que les teneurs en glutathion
des traitements As-NaCl sont inférieures a celles des traitements As seul.

Le B semble augmenter la concentration en glutathion dans les traitements mixtes bien
qu’elle ne soit jamais significativement supérieure a celle des témoins. Le glutathion ne semble
pas étre le mécanisme de gestion du stress oxydatif principal. Au niveau de feuilles, la concen-
tration en glutathion n’est pas distinguable de celle des témoins alors que les teneurs en MDA
sont 4 fois plus élevées dans le traitement B que dans les témoins.

La présence de B provoque une surproduction de proline. La proline est généralement pro-
duite en cas de stress hydrique en tant qu’osmoprotectant. Un des effets connus du B est qu'’il
entraine la fermeture des stomates. Cette fermeture induit une réduction du flux transpiratoire
et des échanges gazeux. (Macho-Rivero et al., [2017; Ben-Gal and Shani, 2002)). La production
de proline en présence de B pourrait étre expliquée par la fermeture des stomates. La fermeture
des stomates a pour autre effet de réduire I'efficience photosynthétique en empéchant 'arrivée
de COs. Le surplus d’énergie entrainerait une production de ROS, ce qui expliquerait les teneurs
en MDA obtenues.

5.7 FErreurs possibles

Au vu de ce qui a été observé dans la littérature (Vromman et al., 2011) et aprés compa-
raison avec les résultats obtenus au cours de la deuxiéme partie de ’expérience, les teneurs
en As racinaire mesurées lors de I'expérience préliminaire (cf Figure semblent trop impor-
tantes pour étre prises en compte. Il s’agit probablement d’une erreur comise lors de la récolte :
les racines des individus récoltés n’ont pas été rincées avec de 1’eau distillé avant d’étre récoltées.

On retient aussi que parmi les facteurs utilisés pour évaluer l'intensité du stress ressenti
lors de 'expérience préliminaire, il a été constaté que la taille n’est pas un facteur intéressant
a prendre en compte. La trop grande variabilité présente autour de cette variable ne permet
de mettre en évidence d’effets d’autant plus que les tailles moyennes semblent osciller autour
de valeurs proches. Ce facteur n’est probablement pas intéressant & mesurer dans le cadre
d’expérience a venir.
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6 Conclusion

Les expérience menées ont permis de mettre en évidence qu’Atriplex atacamensis est une
plante résistante & des doses importantes de B, As et sel et ce méme en cas d’exposition com-
binée au trois éléments. A. atacamensis est capable de survivre a des concentrations de B de
500 mg/l. La présence d’une concentration de 100 mg/1 d’As ne provoque pas de symptome
et n’a pas 'air d’occasionner de stress oxydatif ou hydrique. Le B, lui, impacte négativement
la croissance et cette diminution est & mettre en lien avec un stress oxydatif. Le glutathion
ne semble pas étre le mécanisme principal de gestion du stress oxydatif. Il n’est pas davantage
produit en situation de stress oxydatif comme le montre les teneurs en MDA et et en glutathion
des traitements B .

Les réponses de la plante aux stress doubles ouvrent de nouvelles portes. L’utilisation
d’Atriplex atacamensis afin d’extraire le B du sol en terrain pollué est une possibilité pro-
metteuse : ses capacités d’absorption de B sont augmentées en présence de sel ou d’As. La
présence de sel réduit méme 'intensité du stress oxydatif ressenti. Cela est probablement lié a
un transport et une compartimentation du B plus efficace en présence de sel.

La présence de sel dans le milieu permet & A. atacamensis de compenser une déficience en
K. Elle est donc utilisable dans des sites ayant une carence en K* si du NaCl est présent. Les
concentrations en Na™ dans les feuilles suggérent aussi que I'utilisation d’A. atacamensis pour
extraire le Na™ d’un site est envisageable.

Les capacités d’accumulation de cette espéce sont maintenues en cas de stress triple et sont
équivalentes a celles d’un stress individuel et confirme que son utilisation est possible dans
le cadre de la phytoremédiation. L’As étant essentiellement stocké dans les racines, Atriplex
atacamensis aura une utilité moindre dans le cas de la phytoextraction de I’As, mais a tout a
fait sa place en tant que phytostabilisateur au vu des quantités importantes qu’elle est capable
d’immobiliser dans ses racines malgré la présence d’autres éléments en concentrations impor-
tantes.

Cette étude avait pour but d’identifier I'influence des stress multiples sur ’accumulation
de différents polluants par A. atacamensis. La mise en lumiére des différents comportements
d’A. atacamensis ouvre la voie & de nouvelles études. Des recherches pourraient se concentrer
sur les transporteurs et I'expression des génes afin d’expliquer les mécanismes impliqués dans
les différentes réponses observées. Une piste intéressante de recherche future serait d’analyser
I’expression des génes codant pour des protéines d’eflux au niveau des feuilles dans le cadre
d’un stress B-NaCl. Il serait intéressant de mesurer les teneurs en phytochélatines et les concen-
trations d’autres anti-oxydants lors d’expériences futures. Cela permettrait de comprendre si la
résistance d’A. atacamensis aux polluants est induite par la séquestration et la complexation
des polluants, si elle est induite par la gestion efficace du stress oxydatif ou si il s’agit d’un
équilibre entre les deux.
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