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Résumé

Les effets toxiques du nickel sur la croissance et la physiologie de plantules de mais (Zea mays
L., cv. XL 94) ont été suivis pendant 8 jours. En culture sur solution de Hoagland diluée 4 fois,
la croissance des parties aériennes, et surtout des racines, est fortement diminuée pour des
concentrations de NiCl, supérieures a 20 uM, et cela dés le quatrieme jour de culture. Le dosa-
ge des peroxydases révele une augmentation intense de leur activité au niveau des apex raci-
naires, ce qui suggere un désordre physiologique important & ce niveau. L’observation en micro-
scopie photonique montre qu’avec 60 pM de Ni, ’activité mitotique au niveau du méristéme
racinaire est diminuée de 80 % apres 8 jours. Cela serait la cause principale du ralentissement de
la croissance des racines exposées au nickel. Cette diminution de 1’activité mitotique pourrait
étre due en partie a une baisse de la fourniture de saccharose au méristéme racinaire, suite & un
blocage de la dégradation d’amidon dans les chloroplastes des feuilles. Une localisation tissu-
laire du nickel a été effectuée par différentes techniques. Il en ressort que le nickel s’accumule
en quantité relativement importante au niveau du méristéme racinaire, ce qui pourrait également

intervenir directement dans la diminution de son activité mitotique.

Introduction

Les sols issus de roches ultrabasiques sont
connus pour contenir des teneurs en nickel sou-
vent trés élevées (Brooks 1987). Ainsi ceux de
Nouvelle-Calédonie (sols ferrallitiques ferri-
tiques, ou oxisols) ont des teneurs parmi les plus
fortes au monde, avec environ 1 % en moyenne
(Bonzon et al. 1997 ; Jaffré 1980). Cela souléve
un véritable défi pour la mise en valeur de ces
sols, car il a ét€ montré que Ni peut y étre rela-
tivement mobile et disponible pour les végé-
taux, en particulier sur les faciés de plaine
(Becquer et al. 1997 ; Edighoffer 1997). Ainsi,
les végétaux cultivés en plaine alluviale sur ces
sols ont souvent des teneurs en Ni supérieures a
50 pg g! de matiére séche, teneurs considérées
comme toxiques pour la plupart des végétaux
cultivés (Vanselow 1966 ; Davis & Beckett
1978 ; Khalid & Tinsley 1980).

Si on connait assez bien les effets
toxiques de Ni sur les plantes, (ralentissement
de la croissance et du développement, chlo-
roses...) on connait par contre tres mal son
mécanisme d’action toxique. Généralement, les
métaux lourds inhibent fortement la croissance
racinaire (Punz & Sieghardt 1993). Il semble
que ce soit le cas pour Ni (Robertson 1985).
Robertson & Meakin (1980) sont parmi les seuls
a avoir montré que 1’inhibition de la croissance

racinaire par le nickel, chez Brachystegia spici-
formis, était due en partie a une inhibition de la
division cellulaire au niveau de 1’apex racinaire,
sans toutefois déterminer s’il s’agissait d’un effet
direct ou induit. Par ailleurs, le nickel inhibe sou-
vent la photosynthése (Bishnoi et al. 1993 ;
Krupa et al. 1993). Cependant, des concentra-
tions toxiques de nickel semblent aussi augmen-
ter la teneur en carbohydrates dans les feuilles
(Samarakoon & Rauser 1979 ; Moya et al.
1993), ce qui peut paraitre contradictoire. Les
mécanismes d’action toxique du nickel nécessi-
tent donc d’étre précisés.

Le but de cette étude est d’observer la
répartition de Ni dans les organes du mais et les
effets de concentrations toxiques sur sa crois-
sance et sa structure. Cela nous a permis de pré-
ciser ’action de Ni sur la répartition de 1’ami-
don dans la plante et sur la division cellulaire au
niveau des apex racinaires.

Matériel et méthodes

MATERIEL VEGETAL ET CONDITIONS DE CULTURE

Les graines de mais (Zea mays L. cv. XL 94),
prégermées sur coton humide, sont sélection-
nées (radicule mesurant 20 + 4 mm) pour étre
cultivées sur solution de Hoagland (Hoagland &
Armon 1950) diluée quatre fois a raison de 12
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plants par bac de 5 litres. Les conditions de cul-
ture sont : 25 °C et 70 % d’humidité relative le
jour, 20 °C et 85 % d’humidité relative la nuit,
14 h de lumigre par jour & 200 pmol m2s!. Le
nickel (NiCl,, 6H,0) est introduit dans les solu-
tions dés le premier jour aux concentrations sui-
vantes : 0 - 20 - 40 - 60 ou 80 pM. Les solutions
sont changées apres 4 jours. Au bout de 8 jours
de culture et en fin de journée, les parties sui-
vantes d’organes sont prélevées : milieu du
limbe de la seconde feuille, ’apex ainsi que la
base de la radicule (située & 1 cm du collet).

MICROSCOPIE PHOTONIQUE (MP)

Les échantillons sont fixés dans un tampon
phosphate 0,1 M (pH 7,2) a 2 % de glutaraldé-
hyde. Une fois déshydratés a I’éthanol et inclus
dans la résine, les échantillons sont coupés a 3
pm d’épaisseur. Les coupes sont colorées par le
réactif de Schiff (PAS) et le naphtol blue-black.
Ces colorants colorent les sucres en rouge et les
protéines en bleu.

L’index mitotique (pourcentage de cel-
lules en mitose par rapport au nombre total de
cellules), au niveau du méristéme racinaire, est
déterminé par comptage de cellules sur des
coupes longitudinales de méristémes racinaires
grossies 400 fois. La surface de la zone observée
est de 0,25 mm? au niveau du méristéme.

Pour la localisation histochimique du
nickel, les méthodes au sulfure d’argent
(Danscher 1981) et au diméthylglyoxime sont
utilisées. Pour la premiere, les échantillons sont
fixés dans un tampon phosphate a 2 % de gluta-
raldéhyde et 0,1 % de Na,S. Une fois déshydra-
tés et inclus dans la résine comme précédem-
ment, des coupes de 3 um sont collectées sur
lame et mises dans des récipients contenant ; 60
ml de gomme arabique (500 g I'!), 10 ml tampon
citrate 2 M (pH 5,3), 15 ml d’hydroquinone
(56,6 g I'!) et 15 ml de lactate d’argent (7,3 g I'1).
Apres 90 min de réaction dans le noir & 26° C,
les lames sont rincées a ’eau. Les grains d’ar-
gent apparaissent en noir et correspondent 2
I’emplacement des métaux lourds. Pour la
méthode au diméthyglyoxime (DMG), des
échantillons frais sont 1égérement écrasés entre
deux lames, colorés avec une goutte de DMG
(sel disodique octahydraté) a 0,1 % dans I’eau,
puis séchés sur platine chauffante. Ce com-
plexant spécifique se colore en rouge en présen-

ce de nickel,
MESURE DE L’ ACTIVITE DES PEROXYDASES

Les peroxydases sont dosées sur les fractions
solubles des échantillons (obtenues apres broya-
ge des échantillons frais au potter dans un tam-
pon phosphate de potassjum 0,05 M a pH 6,6 +
3 % PVP a2 °C dans un rapport 1 g MF/ 10 ml,
puis centrifugation a 20 000 g pendant 30 min a
2 °C). Le mélange réactionnel est constitué de 2
ml de tampon Tris-Maléate 0,1 M (pH 6,5)
contenant du gaiacol 2 40 mM, H,0, 44 mM, et
20 pl d’extrait. L'activité est déterminée a 470
nm, avec le coefficient d’extinction molaire de
26,6 cm! mM-L.

TENEUR EN Ni DANS LA PLANTE

Les tissus végétaux sont lavés a I'eau distillée
puis séchés & 105° C pendant 24 h. Les échan-
tillons secs sont alors broyés puis digérés dans
HCl concentré. Ni est déterminé par spectromé-
trie d’absorption atomique en flamme (Varian
AA 300).

ANALYSE STATISTIQUE

Les données ont été soumises a 1’analyse de
variance. La signification des différences entre
les moyennes a été réalisée a I’aide du test de
Student au seuil de 5 %.

Résultats

EFFETS DU NICKEL SUR LA CROISSANCE

La croissance des racines et des parties
aériennes des plants mais, cultivés sur une solu-
tion de Hoagland diluée au quart, est ralentie
pour des concentrations de nickel supérieures a
20 uM (Tableau 1). D’une maniére générale, les
racines sont plus affectées que les parties
aériennes. Le ralentissement de la croissance
apparait apres 4 jours de culture.

EFFETS DU NICKEL SUR LES RACINES

La mesure de ’activité peroxydasique (Fig. 1),
indicatrice de stress physiologique, montre que
les activités les plus importantes sont observées
au niveau de 1’apex racinaire, et cela pour des
concentrations de nickel supérieures a 20 pM.
L’étude histologique montre €galement
que Ni a une concentration de 60 uM inhibe for-
tement [’activité mitotique de 'apex (80 %

216 The ecology of ultramafic and metalliferous areas



Tableau 1 Effets de Ni sur les poids de matiére seche (PMS) et les teneurs en Ni des racines et des parties
aériennes

RACINES PARTIES AERIENNES
Ni (uM) PMS Teneur en Ni PMS Teneur en Ni
(mg plant’!) (ug g1 MS) (mg plant™!) (hg gl MS)
0 19,2 %= 1,2a 17 + 4a 63,7 + 4,1a 4 = 1la
20 189 += 13a 890 + 95b 71,8 + 4,0a 54 = 5b
40 1,5 = 0,9b 1120 = 90bc 50,1 = 3,5b 68 + 6bc
60 3.8 = 04c 1285 + 120cd 33,7 £ 2,9¢ 94 + &
80 0,6 = 0,1d 1480 + 115d 26,0 = 2,4d 81 =+ 8cd

Les plants de mais ont été cultivés sur solution de Hoagland au quart pendant 8 jours avec différentes concentra-
tions de NiCly. Les valeurs sont les moyennes + SE (n = 12, sauf pour les teneurs n = 4). Des lettres différentes

dans une colonne indiquent une différence significative au seuil de 0,05.

1600 201 |
]
° 4 I [ Longueurdela
S 1200} 1617 racicule {om)
a g 1
D ) fA  indexmiotique (%)
E oo Apexracinaire 12
g =
c Basadelaradne e H 1.
2 L ] L17%
s 400 Feulies L4 1
2
< 44 (1% 5%
o |
0 20 40 60 80 d z
Ni en solution (uM) 0 1 7
0 40 60

Fig. 1 Effets de Ni sur I’activité des peroxydases de
différents organes de mais. Les plants ont été€ culti-
vés sur solution de Hoagland au quart pendant 8
jours avec différentes concentrations de NiCl,. Les

valeurs sont les moyennes + SE (n = 3).

environ, Fig. 2). Une inhibition de l’activité
mitotique semble apparaitre avec 40 uM de Ni
(- 11 %). De plus, la paroi primaire entre les
deux noyaux formés n’est jamais observable
chez le plant exposé a 60 pM de Ni (Fig. 3,4, en
annexe). D’une facon générale, les parois cellu-
laires sont beaucoup moins précises et moins
bien colorées par la réaction PAS dans les
racines intoxiquées, ce qui suggére une défi-
cience en polysaccharides. Le plant intoxiqué
présente également de nombreuses disjonctions
cellulaires (Fig. 4), qui pourraient correspondre
a une fragilité et une malformation pariétale. De
plus, les cellules sont plus vacuolisées et leur
cytoplasme est moins dense et donc moins riche
en protéines.

On constate une absence de statolithes
dans les cellules de la coiffe du plant intoxiqué
par 60 pM de Ni, alors qu’ils sont nombreux
chez le témoin (Fig. 3, en annexe). Les cellules
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Fig. 2 Effets de Ni sur I’activité mitotique du méris-
teme racinaire, et sur la longueur de la radicule. Les
plants de mais ont été cultivés sur solution de
Hoagland au quart pendant 8 jours avec différentes
concentrations de NiCl,. Les valeurs sont les
moyennes + SE (n = 3). (* pourcentages d’inhibi-
tion).

de la coiffe des échantillons traités avec 40 pM
de Ni montrent également moins de statolithes
que celles des témoins, mais seule une étude
quantitative permettrait de le préciser.

EFFETS DU NICKEL SUR LES FEUILLES

Jusqu’a 60 pM de Ni dans la solution, les
feuilles ne montrent aucune malformation histo-
logique. Cependant, on peut noter une accumu-
lation d’amidon dans les chloroplastes des cel-
lules de la gaine périvasculaire, trés importante
a 60 uM Ni (Fig. 5, 6, en annexe). L’accumu-
lation d’amidon est déja notable dans les plantes
traitées avec 40 pM de nickel.
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TENEUR EN Ni ET REPARTITION DANS LA PLANTE

Les racines contiennent toujours beaucoup plus
de Ni que les feuilles, et les teneurs augmentent
rapidement avec la concentration dans la solu-
tion (Tableau 1).

Les techniques histochimiques de loca-
lisation de Ni révélent sa présence au niveau
d’au moins deux sites majeurs : les apex raci-
naires (colorés par le DMG) (Fig. 7, 8, en
annexe), et les chloroplastes des feuilles au
niveau des cellules de la gaine périvasculaire
(méthode au sulfure d’argent) (Fig. 9, 10, en
annexe).

Discussion

Le nickel inhibe de fagon importante la crois-
sance des plants de mais au dela de 20 uM en
solution de Hoagland diluée 4 fois (Tableau 1).
Ces concentrations sont proches des niveaux
toxiques observés sur d’autres plantes cultivées
dans des conditions similaires (Piccini &
Malavolta 1992 ; Krupa et al. 1993 ; Moya et al.
1993). La croissance racinaire du mais est plus
inhibée que celle des parties aériennes, ce qui
peut étre lié a une teneur en nickel plus élevée
dans les racines (Tableau 1) tel que d’autres
auteurs I'ont montré (Cataldo et al. 1978 ;
Liibben & Sauerbeck 1991). Il est généralement
admis que I’inhibition de la croissance racinaire
est un effet précoce de la phytotoxicité des
métaux lourds (Barcel6 & Poschenrieder 1990).

L’inhibition préférentielle de la crois-
sance des racines est confirmée par la mesure de
Iactivité des peroxydases (Fig. 1), enzymes
généralement stimulées lors d’un stress (Castillo
1986). On constate en effet une augmentation
importante de I’activité peroxydase au niveau de
la base de la racine et surtout de I’apex, concor-
dant étroitement avec la diminution de la crois-
sance racinaire (Fig. 1 et Tableau 1). A des
concentrations toxiques de Ni (= 40 uM), I’acti-
vité peroxydase de 1’apex racinaire est trés éle-
vée ce qui suggere un désordre physiologique
important a ce niveau. Notons que si le dosage
des peroxydases apparait intéressant pour loca-
liser un désordre physiologique chez une plante,
par contre ces enzymes ne semblent pas pouvoir
donner d’indications précoces du stress.

L’ observation histologique confirme ce
désordre, notamment par la forte diminution du
nombre des mitoses au niveau du méristéme

racinaire chez le plant intoxiqué (Fig. 2). Il est
probable que I'inhibition de I’activité mitotique
soit la cause principale de la baisse de la crois-
sance racinaire, et finalement de la croissance
générale de la plante, puisque 80 % d’inhibition
de I’activité mitotique par 60 uM de Ni suffisent
probablement pour diminuer la longueur de la
radicule de 55 % (Fig. 2).

Comment Ni peut-il alors inhiber I’acti-
vité mitotique du méristtme racinaire ?
L’accumulation d’amidon dans les feuilles du
mais intoxiqué suggere que Ni interfere avec le
métabolisme des carbohydrates, comme cela a
été montré sur d’autres plantes (Rauser 1978 ;
Samarakoon & Rauser 1979 ; Moya et al. 1993).
Cette accumulation d’amidon pourrait étre justi-
fiée par une augmentation de la photosynthése.
Mais de nombreuses études ont montré que
celle-ci est au contraire inhibée par le nickel
(Clijsters & Van Assche 1985 ; Sheoran et al.
1990 ; Bishnoi et al. 1993). Cependant, Greger
et al. (1991) ont émis I’hypothése que la dimi-
nution de transport des carbohydrates induite
par les métaux lourds est plus importante que
celle de la photosynthese, entrainant une aug-
mentation de ’accumulation des carbohydrates
dans les feuilles. Nos expériences corroborent
cette hypothése. En effet, un blocage du trans-
port du saccharose a partir des feuilles vers les
racines est soutenu par plusieurs résultats : a) la
croissance des racines, qui sont exclusivement
dépendantes des feuilles pour les carbohydrates,
est inhibée plus fortement que celle des parties
aériennes (Tableau 1), b) Pamidon des stato-
lithes, provenant des sucres transportés A partir
des feuilles, est absent au niveau de la coiffe de
la racine (Fig. 3, 4, en annexe), la faible colora-
tion des parois au niveau de I’apex traduit sans
doute une déficience en polysaccharides, d)
I’absence de paroi primaire dans les cellules en
division de I’apex peut provenir d’un manque de
composés pecto-cellulosiques, €) la faible densi-
té de protéines au niveau du méristéme racinai-
re peut traduire une situation dans laquelle les
protéines remplacent les carbohydrates en tant
que substrats majeurs de la respiration, comme
I’ont observé Dieuaide et al. (1992), f) la pré-
sence de Ni au niveau des chloroplastes des cel-
lules de la gaine périvasculaire des feuilles,
(Fig. 9, 10, en annexe) suggére une action inhi-
bitrice possible de Ni a ce niveau.
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Une baisse de la fourniture de carbohy-
drates peut alors intervenir en grande partie dans
I’inhibition de la croissance racinaire. En effet,
une réduction de I’alimentation glucidique des
racines peut conduire & une diminution de I’ac-
tivité mitotique, en particulier par inhibition de
la formation des parois primaires, comme cela a
aussi été observé sur Brachystegia spiciformis
(Robertson & Meakin 1980).

Cependant, I’inhibition de la croissance
racinaire pourrait &tre également due a une
action directe du nickel au niveau de 1’apex,
comme le suggere sa localisation & ce niveau
révélée par le DMG (Fig. 7, 8, en annexe). A
notre connaissance, une localisation du nickel
au niveau de I’apex racinaire n’a jamais été mise
en évidence auparavant et il nous semble impor-
tant d’approfondir les recherches dans ce
domaine.

En conclusion, il apparait que le nickel
retarde la croissance principalement en inhibant
les divisions cellulaires au niveau de I’apex raci-
naire, ceci par au moins deux mécanismes : le
premier, un effet primaire, serait une fixation de
Ni au niveau de ’apex racinaire qui pourrait
diminuer le fonctionnement du méristéme, le
second, un effet secondaire, serait une inhibition
du transport des carbohydrates des feuilles vers
les racines.
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Annexe

Figs. 3, 4 MP. Sections longitudinales d’apex racinaires. PAS - Naphtol blue-black. 3. Témoin. 4. Plant intoxiqué
par 60 uM de Ni. Noter la faible densité de protéines, le faible nombre de cellules en cours de mitose au niveau
du méristéme, et I’absence de statolithes dans les cellules la coiffe. Noter aussi les nombreuses disjonctions cel-
lulaires (fleches). Barre = 220 pm.

C: parenchyme cortical ; Cf : coiffe ; M : méristéme ; R : thizoderme ; S : statolithes.

Figs. 5, 6 MP. Sections transversales de feuilles. PAS - Naphtol blue-black.

5. Témoin. 6. Plant intoxiqué par 60 pM de Ni. Noter I’accumulation d’amidon dans les chloroplastes des cel-
lules de la gaine périvasculaire. Barre = 50 pm.

E: épiderme ; GP : gaine périvasculaire ; M : mésophylle ; TV : tissus vasculaires.
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Annexe (suite)

Figs. 7, 8 Localisation du Ni par la méthode au diméthylglyoxime. Racines primaires de 4 jours. 7. Témoin. 8.
Plant intoxiqué par 60 uM de Ni. Noter I’accumulation de Ni au niveau de 1’apex. Barre = 1 mm.

Figs. 9, 10. MP. Localisation de Ni par la méthode au sulfure d’argent. Coupes transversales de feuilles de plants
de 8 jours. 9. Témoin. 10. Plant exposé 2 60 pM Ni, montrant une accumulation de Ni au niveau des chloroplastes
de la gaine périvasculaire. Barre = 50 pm.

222 The ecology of ultramafic and metalliferous areas



DOCUMENTS
SCIENTIFIQUES

et TECHNIQUES
1112

Volume spécial

Special issue

Ecologie des milieux sur roches ultramafiques
et sur sols métalliferes
The ecology of ultramafic and metalliferous areas
Editeurs scientifiques - Scientific editors Lff:f;c:
T. Jaﬁré :g:;:neppemﬂrn

R. D. Reeves &n coopéralion
T. Becquer _

ISSN 1245 - 222X - JUIN 1997 CENTRE DE NOUMEA



