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Abstract

After 12 days of culture seeds roselle (Hibiscus sabdariffa L.) growth
chamber, seedlings are subject to the effect of manganese concentration
(2,9uM) to study the accumulation of Mn and its toxicity for 24 hours (1
day). The results show that Mn accumulates extensively in the shoot than in
the roots, photosynthetic pigments (chloro (a) and carotenoids) and the
enzyme system (SOD, CAT and GPOX) increase during 24 hours of
experience. In shoot, SOD and CAT enzyme activity is higher than that
APX, GR and GPOX. In roots, SOD enzyme activity and GPOX is higher
than APX, GR and CAT. The amount of glutathione (GSH) and
phytochelatin (PCs) are measured to monitor their responses detoxification
under exposure levels of Mn in the plant. The maximum synthesis PCs rise
to 24 hours of exposure to Mn. This correlates with reduced GSH. This
shows that a protective mechanism that chelate excess Mn out of the
metabolic center is set up by the plant. Hibiscus sabdariffa Linn therefore
has the ability to accumulate and tolerate concentrations of Mn in the first
hour of exposure by controlling the rate of GSH and PCs.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, manganese, chlorophyll (a, b, a+b) and
carotenoids, antioxydants, Phytochelatin

Introduction

Le manganése (Mn) de numéro atomique Z=25 et de masse atomique
54.938, appartient au groupe VI de la classification périodique des eléments.
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Le manganeése a faible dose est un oligoélément indispensable a la vie de la
plante. Il intervient notamment dans la phase lumineuse de la photosynthese.
Ce minerai exerce un effet toxique dans une plante lorsque sa concentration
dans le sol augmente. Le systeme foliaire des plantes est plus affecté que le
systeme racinaire (Gilbert, 1957). Les symptdémes de toxicité du Mn
sont habituellement similaires a ceux d'une déficience en Mn. Ce dernier est

souvent absorbé sous la forme bivalente Mn2*. Cet ion est retenu par le
complexe absorbant. Il est « échangeable » contre d'autres cations, et par
conséquent devient plus ou moins assimilable par la plante. L’accumulation
du Mn a lieu dans le petiolule et dans les cellules du parenchyme
palissadique spongieux. Cette tendance de cloisonnement du Mn est
probablement un mécanisme de protection separant les excés de Mn du
centre métabolique (Memon et al, 1981). La toxicité du Mn est aussi
associeée a une assimilation abondante de I’oxygéne et au déréglement des
systemes enzymatiques (Sharma, 1991).

Au travers de la fluorometrie, les pigments photosynthétiques comme
la chlorophylle (a), (b), (a+b) et les carotenoides permettent d’élucider le
réle de la photosynthése (Papageorgiou, 2011). Ces pigments sont influencés
par une emission fluorescente c’est- a-dire qu’une molécule dans le centre
réactionnel du photosysteme PSII (trempe photochimique) active la
chlorophylle redox par le déséquilibre électrochimique a travers la
membrane du thylakoide (trempe a haute énergie) et par la taille des antennes
périphériques de PSI et PSII, qui sont respectivement faiblement et fortement
fluorescentes en réponse aux changements des conditions normales
(Govindjee, 2011).

Les enzymes antioxydantes telles que le superoxyde dismutase (SOD
EC 1.15.1.1), I’ascorbate peroxydase (APX, EC 1.11.1.11), la catalase (CAT,
EC 1.11.1.6) et le guaicol peroxydase (GPOX, EC 1.11.1.7) sont les lignes
de défense contre les especes réactives de I’oxygéne (ROS). Le GSH est un
antioxydant ubiquitaire formé a partir du glutamate, la cystéine et la glycine.
Il participe a la conjugaison et a I'¢limination des molécules toxiques
(Meister, 1983). Les phytochélatines (PCs) sont de petites liaisons métal-
peptide de structure (y-Glu-Cys)n-Gly, ou la valeur de (n) varie de 2 a 11, et
dont la synthese est induite par plusieurs métaux, comme le Mn (Grill et al,
1985; Yao et al, 2012). Elles sont considérées comme des éléments
importants pour la chélation/ détoxication des métaux toxiques dans les
plantes supérieures. La biosynthése de PC implique des enzymes comme la
PC synthase (y-glutamyl cysteine dipeptidyl transpeptidase) (PCS; EC
2.3..2.15) 431564 avec le GSH comme substrat. La signification
fonctionnelle de PC peut étre attribuée a la présence de thiol (-SH). Celle-ci
étant responsable de la coordination des métaux (Chaturvedi, 2007).
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La roselle ou Oseille de Guinée (Hibiscus sabdariffa L. var
sabdariffa, Malvaceae) est une plante touffue annuelle qui atteint 1,5 m de
hauteur (Lépengué et al, 2012). Cette plante se compose généralement d'un
calice rouge avec cinq grands sépales. Elle est originaire des plantes
tropicales de I'Inde et de la Malaisie, mais elle se développe largement dans
les régions tropicales et subtropicales des deux hémispheres. Les feuilles de
roselle sont trés consommées en Afriqgue comme complément alimentaire
pour les sauces. Elles sont bonnes au golt et elles ont une haute valeur
nutritionnelle. Celles-ci contiennent 5% de protéines, mais aussi beaucoup de
vitamines A et C, du calcium ainsi que des quantités assez importantes de fer
(Lufuta, 2011). A Moanda, au Gabon cette plante est souvent cultivée sur des
sols riches en Mn. Les concentrations en manganese dans ces sols sont
supérieures a 10000 mg kg-1. Ceci suggere que les apports quotidiens en Mn
dans la roselle sont éleveés et que la consommation de ces plantes pourraient
présenter un risque pour la santé parce que les apports journaliers
recommandés ont été dépassés (Biyogo, 2013).

Dans cette perspective, la présente étude se concentre sur
I’hyperaccumulation en Mn par la roselle au premiere heure d’exposition.
L’accumulation de ce métal dans les racines et les feuilles est évaluée, de
méme le contenu en pigments photosynthétiques. Par ailleurs, le niveau de
GSH et de PC est estimé afin de connaitre la capacité de I'oseille a résister au
stress oxydatif induit par le Mn ainsi que sa détoxication par les PCs.

Méthodes
Condition de culture et échantillonnage des plantules.

Toutes les expériences sont réalisées a partir des graines de roselle
rouge (Hibiscus Sabdariffa L.) sur deux échantillons: (1) sable de fontaine
bleu et (2) extrait aqueux riche en manganese. Pour ces travaux nous
réalisons trois réplicats par échantillon. L’échantillon aqueux saturé en
manganeése a une teneur de 0,16mg/L (2,9uM) (teneur évaluee au laboratoire
du Ministére des Mines, du Pétrole et des hydrocarbures au Gabon). Les
graines de roselle conservées a I’obscurité en chambre froide a 4°C sont
mises a hydrater pendant 24 h dans de I’eau a température ambiante. Elles
sont rincées a I’eau puis plongées dans 1dm3 d’une solution hypochlorite de
sodium a 1% pendant dix minutes pour éliminer toutes contaminations
fongiques (Lépengué et al, 2011). Apres plusieurs rincage a I’eau
déminéralisée, les graines sont mises a germer dans des pots contenant les
deux milieux. Les pots de germination contiennent quatre graines de roselle.
Ces pots sont placés pendant 3 a 4 jours dans I’armoire a germination, a
I’obscurité, a 22°C et avec un taux d’humidité de 100%. Au 5éme jour les
pots sont mis en salle de culture pour une croissance optimale des plantules.
Les conditions de culture dans cette salle sont contrdlées: luminosite (14
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heures de jour / 10 heures de nuit), température (24°C le jour / 20°C la nuit)
et I’hydrogrométrie 70% d’humidité la nuit. Toutes les 24 h, la nutrition
minérale des plantules, est assurée par une solution nutritive de Hoagland
(Tab.1). Apres 12 jours de culture, les jeunes plantes au cinquieme étage
foliaire sont récoltées. Un échantillonnage est effectué a la fois sur les
feuilles et sur les racines immédiatement congelé dans I’azote liquide. Les
feuilles de chaque culture sont pesées. Les racines récoltées qui présentent
une longueur minimale de 3 cm ont eégalement été pesées (Fig.1).

Techniques Analytiques
Préparation de I’extrait aqueux saturé en Mn:

Le sol manganifere est échantillonné a la Moulili qui est une
ancienne riviére du Haut-Ogooué, au Gabon. Il n’est plus possible de pécher
dans cette riviére en raison de I’envasement dont les impacts sont visibles
jusqu’a son embouchure avec I’Ogooué (Lebas, 2010). L’extrait aqueux de
ce prélevement est obtenu comme suit: agitation (eau + sol manganifére),
décantation (liquide saturé en manganese et sol manganifére). Le liquide issu
de cette décantation est I’extrait aqueux riche en manganése. C’est a partir de

ce liquide que nous obtenons la teneur en manganese.
Tableau 1: Composition de la solution nutritive de Hoagland.

Sels Teneur (mg)
(NO3)2Ca, 4H20 5
NO3K 5
S04Mg, 7TH20 1
PO4H2K 1
Tartrate ferique 0,5% 1
H20 1000

Tableau 2: Concentration en manganése dans les différents sols.
Sol
Sable Argileux Manganifére

teneur en Mn 0* 0** 0,16
solution nutritive Hoagland Eau Eau

*: teneur en Mn mg/L. **non fourni.

Absorption du Manganése.

Les racines et les feuilles récoltées sont sechées au four a 65°C
pendant une semaine. Les tissus des plantes séchés sont digérés dans le
mélange contenant de I’acide nitrigue (HNO3) et de I’acide perchlorique
(HCI104) par le systeme de réaction en micro-onde d’Anton Paar. Le contenu
en Mn dans les racines et les feuilles est estimé en utilisant un
spectrophotomeétre d'absorption atomique a flamme avec une limite de
détection de 0.004 ppm (Seth, 2007).
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Extraction, Dosage et Séparation des Pigments Chlorophylliens.

Pour chaque échantillon, 5g de feuilles finement découpées en petits
morceaux sont broyées dans un mortier avec une pincée de sable et 60mL
d’acetone pure refroidie. Apres le broyage total, la solution est ensuite filtrée
a I’aide d’un morceau de tissu. Le filtrat récupéré est a nouveau broyé
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Figure 1: Processus expérimental de culture des graines de roselle sur quatre milieux de
croissance (sable, sableux argileux, sol manganifére et extrait aqueux riche en manganese).
Chaque milieu contient 4 graines de roselle qui germent pendant 12 jours. Les résultats des

expérimentations sur les milieux «sableux-argileux» et «sol manganifere» ne sont pas
montré dans ce travail.
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en présence de 80mL dacétone a 80%. Les deux filtrats sont réunis,
homogénéisés par agitation puis séparés en 2 flacons. Pendant 45min, I’un
(16mL) est mis dans des boites noires afin d’éviter I’oxydation des
chlorophylles par la lumiere pour le dosage des pigments chlorophylliens, et
I’autre (50mL) est exposé a la lumiére pour la séparation. Apres étalonnage
de I’appareil avec la solution témoin d’acétone a 80%. L'absorption des
extraits des pigments des feuilles est mesurée aux longueurs d’onde de 470,
645 et 663 nm. Les concentrations en chlorophylle a, b, en chlorophylle total
(a + b) et en caroténoides totaux sont calculés en fonction des coefficients
d'extinction et des équations de Mac Kinney.

Extraction et Dosage enzymatique

L’extraction enzymatique est faite a partir des feuilles et des racines
des échantillons (3g) qui ont subi un traitement au Mn pendant un jour. Elles
sont broyés a froid dans un mortier avec 10mL de tampon phosphate (80mM,
pH 7,5). Le broyage permet d’éviter les variations dans la réponse des
organes au stress due a leur différence d’age (Pourrut, 2008). L’homogénat
est ensuite filtré a I’aide d’une toile adéquate avant de proceder a la
centrifugation a froid a 15000 tr/min pendant 10min (centrifugeuse Sigma 3—
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16 K). Le surnageant obtenu est utilisé comme extrait pour la détermination
des différentes activités enzymatiques (Sbartai, 2012). 1l est placé dans un
tube & essai et conservé a -80°C.

Dosages enzymatiques:
Le Guaicol Peroxydase (GPOX)

Les GPOXs (EC1.11.1.7), sont des homoprotéines a noyau
tétrapyrollique ferrique. 1ls sont capables d’oxyder un trés grand nombre de
composés phénoliques en présence de peroxydes d’hydrogene (H202).
L’activité des GPOXs est mesurée a partir d’un spectrophotométre a 470 nm
en suivant la consommation du peroxyde d'hydrogeéne. Elle est exprimée en

umoles de protéines dégradées d’H202 en min/mg.
Tableau 3: Dosage des DO des GPOXGs.

Tubes 1 2 3
TMB substrat (mL) 2 2 2
Eau oxygénée (mL) 2 2 2
Enzyme (mL) 1* 1 1

Lire la DO toutes 30 secondes pendant 5 minutes
1*: 1mL de tampon

Dosage de I'activité Catalase:

Le dosage de I’activité catalase est determiné suivant la méthode de
Chaoui et al, (1997). La décroissance de I’absorbance est enregistrée pendant
5 mn pour une longueur d’onde de 240 nm et un coefficient d’extinction
molaire €=36,6 mM-1cm-1. Pour un volume final de 5 mL, le mélange
réactionnel contient : 1 mL de I’extrait enzymatique brut, 2 mL de peroxyde
d’hydrogéne H202 a 0,3 % et 2 mL de tampon phosphate (50 mM, pH=7,2).
L’étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La
réaction est déclenchée par I’addition d’eau oxygénée (Djebar, 2012).

Dosage de I’activité ascorbate peroxydase (APX, EC 1.11.1.11).

Le dosage de I’activité APX est realise suivant le protocole de
Limones et al, (2002). Le volume réactionnel final de 5 mL contient : 1 mL
d’extrait enzymatique, 2 mL d’H202 a 0,3 % et 2 mL de tampon phosphate
de sodium et de potassium 50 mM, pH=7,2 contenant 0,5 mM d’ascorbate.
L’étalonnage de I’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La
lecture est effectuée a 290 nm pendant 5 minutes et pour un coefficient
d’extinction linéique molaire e=2800 M-1cm-1. L activité APX est exprimée
en nmol/min/mg de protéines (Berrabbah, 2012).
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Dosage de I’activité Glutathion reductase (GSH, EC 1.6.4.2)

Le GSH est estimé en suivant la méthode de Guitter et al, (2002). Le
mélange réactionnel composé de 1.0 mL de 0.2 M du tampon phosphate de
potassium (pH=7.5) qui contient 1 mM EDTA, 0.5 mL de 3 mM 5,5-
dithiobis (2-nitrobenzoique acide) dans 0.01 M de tampon phosphate
(pH=7.5), 0.25 mL h20, de 0.1 mL de 2 mM NADPH, 0.05 mL d’extrait
d’enzyme et 0.1 mL de 20 mM GSSG (GSH oxydé). Les composants sont
ajoutés suivant I’ordre listé ci-dessus directement dans la cuvette et la
réaction commence a I’ajout du GSSH dans la cuve. Le contenu en GSH est
évalué en suivant I’augmentation de I'absorbance a 412 nm pendant 5
minutes. Le taux de I’activité de I’enzyme est calculé en utilisant la
préparation standard connu de la concentration en GR et exprimé en
micromole de GSSH réduit.min-1.g-1.

Dosage de I’activité totale superoxyde dismutase (SOD)

L activité SOD est évaluée en suivant le procéde de Ries et al, (1977)
qui mesure sa capacité a inhiber la réduction photochimique du nitro-bleu de
tétrazolium (NBT). Une unité d'activité de la SOD est definie comme la
quantité d'enzyme nécessaire pour provoquer une inhibition de 50% de
réduction NBT (Pourrut, 2008).

Estimation des Phytochélatines (PCs)

Les PCs sont mesurées en suivant la méthode de Courbort et al, 2004
et de Bhargava et al, 2005. Aprés le passage de la quantité totale de thiols a
I’état réduit, des courbes d'étalonnage sont réalisées a I’aide de gammes de
glutathion, y-glutamyl-cystéine et cystéine commerciaux dans du SSA-
DTPA pour le dosage de chaque PC. Les quantités de PCs sont exprimees en
mole par gramme de poids frais (Beraud et al, 2007).

Analyse statistique

Les experiences sont effectuées en trois repétitions par échantillon
pour Vérifier la précision de la méthode. Les résultats sont analysés
statistiquement a partir d’'une ANOVA a sens unique et par la méthode de
comparaison multiple de Tukey, pour confirmer la variabilité des données et
la validité des résultats (Kepel et al, 1973; Seth et al, 2008).

Résultats
Accumulation du Manganése

Les concentrations en Mn dans les racines et les feuilles de la roselle
augmentent durant les 24 heures d’exposition (Fig.1). De la premiere heure a
la 24 eme heure, les résultats montrent une accumulation abondante
disproportionnée du Mn dans les feuilles que dans les racines. Dans les
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feuilles, la vitesse d’absorption a la premiére heure est de Vf=5,5*10-3
ug/g/s et Vr=2,8*10-3 pg/g/s dans les racines. A la 3 éme heure, la cinétique
d’absorption du Mn augmente nettement dans les feuilles et dans les racines
(Vf=1,9*10-2 et Vr=6,6*10-3). Celle-ci ralenti pendant quelques heures
suivi par une nouvelle augmentation.

o P N W A
ocuRrUINUIWUIAGIU

T I--II II II IL
0 1 3 6 12 24

Exposition en heure

Concentration en Mn (ug/g)
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Figurel: Accumulation du manganése dans les feuilles et les racines de I’Hibiscus
sabdariffa Linn avec 2,9 uM en Mn. Les résultats sont les moyennes des trois replicats
indépendants = SD (n = 3). La barre représente la moyenne des différents parameétres et les
valeurs indiquées sont la moyenne + écart-type (n = 3) (P<0,05).

Les Pigments Photosynthifférents
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Figure2: Effets du manganése sur la chlorophylle a, b, (a+b) et sur les caroténoides contenus
dans les feuilles de I’Hibiscus sabdariffa. La barre représente la moyenne des différents
parametres et les valeurs indiquées sont la moyenne + écart-type (n = 3) (P<0,05).
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D’aprés la Figure 2, la teneur du manganese provoque une
augmentation significative des pigments chlorophylliens de la 1 ere a la 3
éme heure du traitement. Les taux en chlorophylle (a), (b), (a+b) et en
carotenoides atteignent respectivement pres de 15,08%; 8,82%; 34,26% et
5,48% d’augmentation. Par contre de la 6 eme a la 24 eme heure, le taux de
pigments chlorophylliens est sensible au traitement au Mn. Les résultats
montrent une baisse trés marquée de 43,17% en chlorophylle (a) et de
22,22% en caroténoide au regard du taux en chlorophylle des témoins.
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Figure3: Effet du traitement du manganése sur les capacités des enzymes antioxydantes dans
les feuilles (A) et dans les racines (B) de I’Hibiscus sabdariffa Linn. La barre représente la
moyenne des différents parametres et les valeurs indiquées sont la moyenne + écart-type (n

= 3) (P<0,05).

438



D’aprés la figure 3A, le traitement au manganése provoque une
augmentation des SODs jusqu’a la 6 eme heure (53,13 U/g protéine) et une
baisse de la 12 eme a la 24 eme heure (35,65 U/g protéine). La catalase est
stimulée jusqu’a la 12 eme heure (~2,6 U/g Prot) de traitement. Son activite
baisse a la 24 éme heure (1,43 U/g Prot). L’activité enzymatique GPOX,
APX et GR présentent une tres faible activité a la 24 eme heure. Ceci est en
accord avec les résultats de la figure 1 car le Mn s’accumule plus dans les
feuilles que dans les racines. Le stress oxydatif dans les feuilles produit plus
de ROS et donc plus de SODs. Dans les racines le GPOX présente une baisse
a la lére heure (t=oH 15,12 U/g Prot; t=1H 6,39 U/g Prot) et une
augmentation a la 3 éme heure (37,87 U/g Prot) suivi a nouveau d’une baisse
de la 6 eme a la 24 heure (12,89 U/g Prot). L’activité enzymatique CAT,
APX et GR sont faible dans les racines. A la différence de GR qui augmente
de la 3 éme a la 24 heure de 0,044 a 0,432 U/gProt. L’activité CAT décroit
faiblement alors que I’APX semble constante durant I’exposition avec une
legere augmentation a la 24 eme heure.

Glutathion (GSH) et Induction des Phytochélatines (PCs).

| , N PCs (uglg) .
Durée d’exposition (h) - - RIF
Racines (R) Feuilles (F) (RIF)
0 0,24 +/- 0,13 0,44 +/- 0,12 pPC2
1 1,15 +/- 0,51 0,9 +/-0,21 pPC2
3 0,79 +/- 0,43 0,75 +/- 0,37 pPC2
6 0,84 +/- 0,28 0,78 +/- 0,31 pPC2
0,79 +/- 0,34 PC2
12 1+/-0,11
0,5+/-0,21 PC3
0,98 +/- 0,17 2 +/-0,24 pPC2
0,45 +/- 0,13 1,83 +/- 0,72 PC3/PC5
24 0,44 +/- 0,16 0,02 +/- 0,01 pPC4
0,18 +/- 0,09 0,014 +/- 0,08 PC5
0,7 +/-0,04 0,013 +/- 0,01 PC6

Tableaul: Induction des phytochélatines exposées a 2,9uM dans les feuilles et dans les
racines de I’Hibiscus sabdariffa Linn. Valeurs des moyennes des expériences + déviation
standard (SD).

Le GSH

D'apres la figure 4, le taux de GSH dans les racines baisse a la 1 ere
heure (t=0, 8.75 nmol/g; t=1, 2.3 nmol/g). Celui-ci augmente de la 3 éme a la
12 éme heure et baisse a nouveau jusqu’a la 24 eme heure. Le taux de GSH
dans les feuilles augmente faiblement (t=0, 7.1 nmol/g; t=24, 7.9 nmol/g)
jusqu’a la 24 éme heure. Ces résultats montrent qu’a la premiére heure
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d’exposition au Mn, les racines sont sensibles tandis que les feuilles sont
tolérantes a ce métal lourd. Celui-ci induit donc la production de composé dit
non-protéine-SH (NP- SH) autre que le glutathion total (GSH-GSSH) c’est-
a-dire les phytochélatines « PCs » (Ric De Vos, 1991).

=]
o
)
I
%]
o

—$-racine —3—feuille

Figure4: Impact du traitement en manganése sur les changements du contenu en PCs chez
I’Hibiscus sabdariffa Linn. La barre représente la moyenne des différents paramétres et les
valeurs indiquées sont la moyenne + écart-type (n = 3). Corrélation du taux de GSH a la
concentration en Mn dans les feuilles (R2=0,9429).

Induction des Phytochélatines

Le tableau 4 montre une rapide induction des PCs en I’absence du
Mn (& t=0) dans les racines comme dans les feuilles. Vatamaniuk en 2000
affirme qu’a I’absence de métal lourd, la synthese de PCs pourrait étre un
mécanisme d'adaptation de la plante pour faire face aux métaux. Les résultats
montrent 70% de synthése de PC2 (PCn) de t=0 a t=24 h contre 30% de PCs
de type PCn+1 dans les feuilles, avec cependant une forte induction de PC2
(2 ug/g) et de PC5 (1,83 ug/g) a la 24 eme heure. A contrario dans les
racines, a la 24 eme heure, il y’a une induction et une teneur élevée de
PCn+1 (n=2, 3, 4, 5). Les PC2 sont abondantes dans les racines et dans les
feuilles. Ceci marque I’affinité de la chaine de PC2 au Mn.

Discussion

Les travaux réalisés montrent que la majeure partie du Mn absorbé
est accumulé au niveau des feuilles chez la roselle (Hibiscus sabdariffa L.
var. sabdariffa). Ces résultats sont accord avec ceux de EBA et al, en 2007 et
ceux de Yao et al, en 2012. Ces observations permettent de confirmer
I’hypothese selon laquelle les racines de ces plantes ne servent pas d’organe
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piége qui s’interpose a I’exportation du Mn vers les parties aériennes
(Sbartai, 2012). Les racines de roselle ont une certaine capacité de rétention
du Mn, mais celle-ci est temporaire car des quantités importantes de Mn
s’accumulent dans les feuilles. Le flux de Mn dans les feuilles s’accorde a la
description de Bartlett. Il décrit le Mn comme la clef de la vie a cause de son
importance dans la photosynthese. Le Mn est le lien essentiel dans un grand
nombre de processus se produisant dans les organismes humains et animaux
(Ondo, 2013). Le taux utilisé en Mn pour ces travaux ne présente pas les
symptdmes de nécrose manganifere: feuilles panachées de plages gaufrées
blanchatres, marginales ou centrales (Ontod et al, 2013). Baker et Brooks en
1989 précisent que certaines espéces de plante peuvent accumuler du Mn
dans les racines a de grande quantité sans présenter des signes de toxicité.

Le traitement du Mn sur les pigments photosynthétiques induit des
perturbations trés marquées sur la chl (a) et sur le carotenoide. En général, il
existe une équivalence entre la chl(a) et le caroténoide. Cette équivalence est
due a la photooxydation de la chlorophylle quand le caroténe est déficient. LI
Mei en 2007 ajoute qu’une augmentation des caroténoides et du ratio
chlorophylle/caroténoide a un effet protecteur car les caroténoides sont des
potentiels désactivateurs des especes réactives de I'oxygene (ROS)
précisement de I’oxygene singulet. Les SODs attirent les molécules d’O-2
dans leur site charge positivement d’acides aminés. Le manganése présent
dans ce site donne un electron a O-2 réduisant ainsi une molécule d’O-2.
Cette molécule forme & son tour le peroxyde d’hydrogéne (H202) en
réagissant avec un proton (Alscher, 2002). La catalase intervient a son tour
dans la  dégradation de  H202 généré par le  Mn.

Les travaux de Fecht-christoffers en 2006 sur la tolérance du Mn dans
I’apoplaste des feuilles de niébé sont en accord avec les précédents résultats.
Il montre que I’activité du guaicol peroxydase est faible pour la tolérance au
Mn mais forte pour la sensibilité de ce dernier. L auteur pense que cela est
due a I’amélioration de la concentration en protéine (protéine non
déterminée) dans le liquide de lavage apoplastique. Rama et al en 2009 en
utilisant le cadmium, présentent un modéle en deux étapes qui illustre la
fonction de la PC synthase chez des eucaryotes. A I'étape | de la catalyse de
la PC synthase, I’ion Cd2+ est indépendant au premier site d’acylation.
Celui-ci se fait a Cysb6 avec y-EC qui est transféré au GSH. Puis I’ion Cd2+
devient dépendant du second site d’acylation qui se fait dans la région C-
terminale. A I'étape Il, y-EC acylés a C56 est transféré au donneur (GSH) ou
a PCn pour générer PCn+1, avec une sortie simultanée de y-EC acylés en
deuxiéme place. Ces auteurs précisent que dans le cytosol, I’ion Cd2+
chelaté a la PCs forme le complexe LMW lequel est transporté dans la
vacuole par les transporteurs ABC ou il forme le complexe HMW avec
I’incorporation des ions sulfides. Le stress oxydatif crée par I’ion Cd2+
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active la sur-expression de la glutathion reductase (GR) qui reduit le
glutathion oxidé (GSSH).

Conclusion

A faible dose, le Mn est un oligoélément indispensable a la vie de la
plante. Il exerce un effet toxique quand sa concentration augmente dans la
plante. Le niveau d’absorption du Mn n’est pas le méme dans les différents
organes de la roselle. Le systéme foliaire absorbe plus de Mn que la partie
racinaire. L’effet du traitement en Mn sur les pigments photosynthétiques
montre que ceux-ci controlent I’effet toxique du Mn chez la roselle. Dans les
feuilles et les racines la SOD est trées présente alors que la CAT est
préférentiellement accumulée dans les feuilles et la GPOX dans les racines.
Ce phénomeéne montre d’une part que la SOD contrdle le stress oxydatif chez
la roselle (destruction de I’ion O-2) et d’autre part que la CAT et le GPOX
sont chargés de la dégradation de H202. La présence et I’accumulation du
Mn dans les feuilles et les racines de la roselle induit la synthése du GSH et
des PCs. Le substrat GSH génere les non-protéines-SH ou PCs. Ces
derniéres chélatent le Mn. Elles séparent ainsi les excés de Mn du centre
métabolique de la plante.
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