»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»

République Algérienne Démocratique et Populaire

Univers%té Abdelhamid Ibn AL Gl O dsand) Ae daaly
Badis-Mostaganem [@ adiiese
Faculté des Sciences de la LJUNIVERSITE 3ladl g daghall agle 408
Nature et de 1a Vie T MOsTAGANEM ) " )

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

MEMOIRE DE FIN D'ETUDES

Présenté par

Ziane Hanane Bekhatou Fatiha

Pour I’obtention du dipléme de

MASTER EN SCIENCES BIOLOGIQUES

Spécialité: Biodiversité et Environnement

THEME

Effet Combiné du Cuivre et du Plomb sur la
Germination et la Croissance du Pois chiche

« Cicer arietinum L »
\ J

Soutenue publiquement le /12022

DEVANT LE JURY
Président TAHRI. M MCA U. Mostaganem
Rapporteur KRIBI. S MCB U. Mostaganem
Examinateur MEDJAHED. M MCB U. Mostaganem

Theme réalisé au laboratoire de biologie végétale
Année Universitaire 2021-2022

D L L N N N N N N N AN
vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv



REMERCIEMENTS

Avant tout nous remercions ALLAH tout puissant de nous avoir accordé la force, le courage et

la patience pour terminer ce mémoire.

Nous remercions notre encadreur Mme Belabed-Kribi. Soraya de son grand aide durant la
réalisation de ce travail, elle nous a orientés vers le succés avec ses connaissances et son

encouragement

Nous tenons a remercie les membres de jury d'avoir accepté d'examiner et de juger notre travail,

Mr Tahri Miloud président et Mr Medjahed. Mustapha Examinateur

Nous remercions tous nos enseignants pour 1’enseignement qu’ils nous ont accordé durant notre
cycle universitaire. Ainsi nous présentons nos remerciements a 1’ensemble des responsables de

laboratoires et les étudiants du département des Sciences de la nature et la vie



Dédicaces

Avant tout je remercie mon DIEU le tout puissant

qui m’a donné la ténacité pour achever ce travail.

C'est trés agréable de sentir que jai bien et pu faire
ce modeste travail, mais le plus agréable c’est de le
dedier :

A mes trés chers parents que Dieu les protége.

A mes grands-parents.

A toute la famille Ziane & Mammeri sans exception

Tous mes ami(e) s les plus chers.

Hanane



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail qui est le fruit de tant
d’années d’étude : d toutes les personnes proches de
mon coeur.

Mon trés cher pére que je remercie pour toutes ses

sacrifices, de m'avoir permis de donner le meilleur

de moi-méme et me surpasser et de me donner toute
sa confiance.

A ma Trés chére mére, pour son soutien moval
permanent, sa compréﬁension et son devouement, et
sa tendresse.

A mon mari pour ses intenses encouragements, sa
présence et son soutien le long de mes études.

A mes enfants : Chams al DIN et Younes.
Mes chers fréves : Mohamed, Amine.

Mes cheres sceurs : Marwa, Houwaria, Nacira,
Hamida, khayrur, fouzia.




Résumé

Dans le but de tester la sensibilité du pois chiche (Cicer arietinum L) contre la toxicité au
cuivre et au cuivre combiné au plomb, 1’évaluation du pouvoir germinatif et la croissance en
pot sur sol agronomique a été réalisées par des tests appropriés. Le test de germination des
graines dans des boites de pétri sur papier filtre ainsi que ’évaluation des parametres de
croissance a savoir, la biométrie des tiges et racines, nombre des feuilles ont été évalués.
Les résultats réveélent que le cuivre a différentes concentrations (100, 300 et 500ppm) n’affecte
pas la germination des graines de cicer arietinum. ( un taux maximal de germination de 92%).
Par contre I’effet du cuivre combiné au plomb, a réduit le pouvoir germinatif avec un taux
maximal de 85% contre 88% chez le témoin. Les résultats de la moyenne biométrique des tiges
montrent que la plante est sensible au stress du Cu et le cuivre combiné au plomb a diminué la
sensibilité causé par le Cu mais la croissance des tiges reste toujours affectée,

Le stress du cuivre n’a pas affecté la croissance foliaire. Cette résistance est atténuée vis-a-vis
du test combiné par rapport au test de Cu

L’¢évaluation de la biométrie des racines indique une croissance positivement importante contre
le stress de Cu pour les concentrations de 100 ppm (13,5) suivie de 300 ppm (15cm) contre 8
cm chez le témoin. Cependant la croissance des racines est sensible aux concentrations élevées
du Cu (500ppm). La combinaison du cuivre et du plomb a diminué la croissance du systeme
racinaire de Cicer arietinum L dont la biométrie moyenne est de 6,5 cm contre 8 cm chez le

témoin

Mots clés : Métaux lourds ; Cicer arietinum L ; Germination ; Croissance ; Impact



Abstract

In order to test the sensitivity of chickpea (Cicer arietinum L) against toxicity to copper and
copper combined with lead, the evaluation of germination power and pot growth on agronomic
soil was carried out by appropriate tests. The seed germination test in Petri dishes on filter paper
as well as the evaluation of the growth parameters namely, the biometrics of the stems and
roots, number of leaves were evaluated. The results reveal that copper at different
concentrations (100, 300 and 500ppm) does not affect the germination of Cicer arietinum seeds.
(a maximum germination rate of 92%). On the other hand, the effect of copper combined with
lead, reduced the germination power with a maximum rate of 85% against 88% in the control.
The results of the biometric average of the stems show that the plant is sensitive to stress of Cu
and copper combined with lead decreased the sensitivity caused by Cu but the growth of the

stems remains always affected,

Copper stress did not affect leaf growth. This resistance is attenuated with respect to the
combined test compared to the Cu test

Evaluation of root biometrics indicates positively significant growth against Cu stress for
concentrations of 100 ppm (13.5) followed by 300 ppm (15cm) versus 8 cm in the control.
However, root growth is sensitive to high Cu concentrations (500ppm). The combination of
copper and lead reduced the growth of the root system of Cicer arietinum L whose average

biometry is 6.5 cm against 8 cm in the control

Keywords: Heavy metals; Cicer arietinum L; sprouting; Growth ; Impact
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Introduction

La pollution de I’environnement est devenue de nos jours une préoccupation mondiale
majeure vue ses effets directs sur les ressources naturelles en général et la santé de I’homme
en particulier.

De nombreux éléments de métaux lourds tels que Le plomb (Pb), le cadmium (Cd), le cuivre
(Cu), le zinc (Zn), le chrome (Cr) et d’autres ne peuvent pas étre biodégradables et donc
persistent dans 1’environnement pendant de longues périodes. Ces éléments existent
naturellement dans les sols, mais les activités anthropiques, telles que la production agricole, le
transport et I’activité industrielle, peuvent favoriser potentiellement la pollution par les métaux
lourds (Facchinelli et al, 2001). Ces activités rejettent des éléments de métaux lourds dans
I'environnement par le biais des eaux usées, des gaz résiduaires et des déchets solides, et la
plupart des éléments de métaux lourds s'accumulent dans le sol (Chaffai et al, 2011) en
induisant des modifications et dans certains cas une production de sols fortement anthropisés
(Barlesetal, 1999 ; Wong et al , 2006). Les plantes sont directement exposées a ces éléments
dont le potentiel toxique est indéniable et passe & I’homme a travers la chaine alimentaire
(Jaishankar et al, 2014)

Parmi I’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables aux
processus physiologiques majeurs en particulier la respiration, la photosynthese ou
I’assimilation des macronutriments (e.g azote, soufre) (kabata-Pendias and Pendias, 2001).
Le premier effet des métaux lourds indésirables observable chez les végétaux est une inhibition
de la croissance. Celle-ci s’accompagne trés souvent de nombreux autres indices de
dysfonctionnement : chlorose foliaire, importantes lésions nécrotiques, jaunissement
progressif, repliement ou dessechement du feuillage... A [I’heure actuelle, les bases
moléculaires de ces perturbations sont encore mal connues, mais on admet généralement
qu’elles résultent d’un stress oxydatif, da a la production d’especes réactives de 1’oxygeéne ou
« Réactive Oxygen Species » (ROS). Cette derniére alterent toute une série de substrats
biologiques importants, avec comme conséquence la modification des domaines fonctionnels
des biomolécules : inhibition de 1’activité enzymatique, perturbation du métabolisme végétal
(notamment la photosynthese et la respiration), oxydation des protéines, altération des
membranes cellulaires via I’induction de phénoménes de peroxydation lipidique, apparition de
cassures au sein de I’ADN, pouvant conduire a la mort cellulaire (Dietz et al, 1999 ;Cheng,

2003). Pour éviter ces inconvénients, des systemes de stockage ou de détoxication des métaux
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accumulés ont été sélectionnés chez certains végétaux. D’efficacité variée selon les espéces, il
semble a I’heure actuelle que trois mécanismes, encore mal compris, soient largement
prépondérants : la modification de la perméabilité membranaire, qui permet de réduire I’entrée
des métaux dans la cellule, le systeme antioxydant, qui limite les dégats des especes réactives
de I'oxygene et la chélation intracellulaire, qui empéche I’activit¢ de I’ion métallique.
L’accumulation des éléments métalliques dans les sols cultivés provoque des effets nuisibles
sur la croissance des plantes ainsi que sur la qualité des produits agricoles. (Sridhara et al.,
2008) . La capacité d'une plante a résister ou a tolérer la toxicité aux metaux lourds dépend de
son aptitude a maintenir la germination et la croissance dans un environnement pollué. Compte
tenu de I’importance de la phase germinative dans le déroulement des stades ultérieurs du
développement de toute espece végétale, il s’avere indispensable d’étudier le comportement
germinatif et le développement végetatif et d’évaluer la tolérance vis a vis d’un stress métallique
(Peralta et al, 2001).

C’est dans ce conteste que notre étude est réalisée, dont 1’objectif est de tester la sensibilité ou
la résistance d’une plante culinaire (Cicer arietinum L) au stress métallique combiné de cuivre
et de plomb ,sachant que a travers le monde, le pois chiche est considéré comme un aliment de
base (Berger et al, 2003) et sa culture maintient pour une longue durée la fertilité du sol et se
place comme un atout majeur dans toutes les stratégies de gestion durable en agriculture
(Icrisat, 2008).

Ce mémoire est rédige de la fagon suivante :

v Une partie bibliographique, regroupe trois chapitres : les généralités sur le sol et relation
sol/végétal ; les caractéristiques des métaux lourds notamment le cuivre et le plomb et I’impact
sur la végeétation et sur la présentation de 1’espéce végétale « Cicer arietinum L » dans le
troisieme chapitre

v La partie expérimentale renferme deux chapitres : chapitre | présente matériel et
méthodes ou sont décrits le matériel végétal utilisé, le protocole expérimental et les différents
parametres analysés et le chapitre I consiste a la présentation de I’ensemble des résultats. Les
résultats obtenus sont interprétés et discutés.

Ce mémoire est acheveé par une conclusion générale.
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Partie. | Synthése bibliographique

Chapitre 1. Relation sol et VVégétation

1.1.1 Connaissance sur le sol
1.1.1.1. Introduction

Le sol est une entité continue couvrant la surface des continents et a I’interface entre lithosphere,
atmospheére, hydrosphére et biosphére. Il est le résultat de la conjugaison de 5 facteurs de
pédogenese : la roche, le climat, les agents biologiques (végétation, hommes, animaux), la
topographie et le temps (Dokoutchaev, 1903). Cette définition du sol établit des relations
d’interdépendance entre le régne minéral (le sol, la roche) et la nature vivante (agents
biologiques). (Legros, 2007)

C’est un réservoir pour les substances nutritives des plantes et pour 1’eau des précipitations, .il
agit aussi comme un filtre pour 1’eau. Les substances introduites dans le sol peuvent y étre
décomposées par les microorganismes qui y résident, étre liées aux particules du sol ou encore

y passer sans transformation. (Camuzard, 2001)

1.1.1.2. Définition

En réalité, il existe plusieurs définitions du sol :

A. Selon les agronomes

Le sol est la partie arable homogénéisée par les labours et explorée par les racines des plantes.
On considére qu'un bon sol agricole est constitué de 25% d’eau, 25% d’air, 45% de maticre
minérale et de 5% de matiére organique. Le tassement et la semelle de labour peuvent induire
une perte de 10 a 30%. (Herve, 2006)

B. Selon les pédologues

Les pédologues estiment que la partie arable ne constitue que la partie superficielle du sol.
Le pédologue Demolon (1952) a défini le sol comme étant « la formation naturelle de surface,
a structure meuble et d’épaisseur variable, résultant, de la transformation de la roche mére et
sous-jacente sous l’influence de divers processus, physique, chimiques et biologiques au
contact de I’atmosphére et des étres vivants ».(Herve, 2006) . La formation du sol est due a
I’action combinée sur la roche mére, des agents atmosphériques et de la couverture végétale

(Calvet, 2003)
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1.1.1.3. Description du sol

A. composition

Les sols se composent de débris minéraux insolubles produits par la fragmentation et *altération
des roches meéres, de sel minéraux solubles, de matiére organique vivante et morte, de gaz et
d’eaux. (Herve, 2006)

Le sol est déterminé par le calibre des particules qui le composent. Les particules minérales
vont de la catégorie des cailloux et des graviers a celle des particules inférieures a2p. Les débris
grossiers, tels que les sables et les graviers, sont chimiquement inactifs, mais les particules
minérales plus petites, les colloides, principalement les argiles, servent de réserve de nutriments
qui sont absorbés par les racines des plantes. Le calibre et la nature de ces minuscules particules
minérales déterminent en grande partie la capacité d’un sol a stocker I’eau, élément vital pour

toute les plantes. . (Herve, 2006)

La partie organique du sol comprend des débris végétaux qui ne sont pas décomposees, des
restes d’animaux (matiére organique fraiche) et des quantités variables de matiére organique
amorphe (en cours décomposition), appelées humus, elle constitue de 2a5p. 100 de la masse du
sol dans la région humides, mais en représente moins de 0.5p. 100 dans les sols ou plus de 95p.
100 dans les sols tourbeux. (Herve, 2006)

B. Les propriétés physiques du sol

Elles se définissent par la texture et la structure du sol.

La texture d’un sol dépond du calibre des particules qui le composent la fraction grossiére
comprend les cailloux et les graviers d’un diameétre supérieur a 2mm. La fraction fine est
répartie en sable, limon et argiles. Appartiennent a la catégorie des sables dont le diamétre des
particules est compris entre 2 mm et 50um ; la catégorie des limons va de 580 a2um, les argiles

sont inférieures a 2um. (Calvet, 2003)

C. Les propriétés chimiques

En général, les sols composés des silicates, dont la complexité varie de simple oxyde de
silicium, le quartz, au trés complexe silicate d’aluminium hydraté, présent dans les sols
argileux. Un sol est caractérisé en chimie par sa capacité d’absorption, c’est-a-dire par le
pouvoir de fixation des ions minéraux sur les colloides, due a des phénomenes électriques. Les
colloides électronégatifs constituent le complexe absorbant qui attire les cations, en particulier
les cations métalliques (Na, K, Ca, Mg) appelés base échangeable. Cette capacité et cette

possibilité d’échange dépendant de la teneur du sol en colloides et de la quantité de cations
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disponibles. Elle détermine la fertilité naturelle et grace a ces propriétés que I’on peut améliorer
le sol en utilisant des fertilisants qui enrichissant la quantité de bases échangeable. (Calvet,
2003)

D. les propriétés biologiques

Les caracteres biologiques des sols dépendent de la matiere organique. Le terme général qui
désigne le mélange complexe de matic¢re organique dans le sol est I’humus. L humus n’est pas
un mélange stable de produits chimiques, mais plutdt un mélange variable dynamique
représentant toutes les étapes de la décomposition d’une matieére organique morte, de la plus
simple a la plus complexe. Le processus de décomposition est causé par 1’action d’un grand
nombre de bactéries microscopiques et de champignons. Ces micro-organismes, dans le cycle
de la nutrition, attaquent et digérent les composants organiques complexes qui constituent la
matieére vivante et les réduisent en composants simples pour que les plantes puissent s’en
nourrir.

La nature de I’humus dépend de I’intensité de la minéralisation et de I’humification, elle- méme

influencée par I’activité biologique. (Chaussod, 2001)

I.1.2. Relation Sol-végétal

1.1.2.1. Aspect pédogenése

Elle est représenté par la contribution de la végétation a la formation du sol par une action
physique (dissociation par poussée de racine), chimique (corrosion de la roche par les racines,

et surtout apports organiques a la surface du sol) et microbiologique. (Ozenda , 1982)
1.1.2.2. Aspect physiologique

Equilibre entre le sol, la solution du sol et les racines des plantes ; compétition entre la plante

et le sol pour certaines éléments, (I’eau...etc.)

1.1.2.3. Aspect biogéographique et écologique
Le sol influence la répartition des végétaux. en effet, I’influence des fonctions physique se
traduit par la liaison entre certaines plantes et un type donné de texture ou de structure : espéce

de roche (lithophytes), especes spasmophiles liées au sable.(Ozenda , 1982)

1.1.2.4. Notions sur la germination des semences
La germination est le passage d’une semence de sa vie latente a une vie active sous 1’effet de

facteurs favorables. C’est un processus physiologique dont les limites sont le début de
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I'nydratation de la semence et le tout début de la croissance de la radicule (Mazliak , 1982).
Une semence a germé, lorsque la radicule a percé les enveloppes ou elle est visiblement

allongée (Bewley, 1997).

1.1.2.5. Conditions requises pour la germination des semences

Pour germer une semence exige la réunion de conditions favorables :

A. L’eau : la germination exige obligatoirement de 1’eau, celle-ci doit étre apportée a I’état
liquide. Elle pénetre par capillarité dans les enveloppes. Elle est remise en solution dans les
réserves de la graine, pour étre utilisée par ’embryon, et provoque le gonflement de leurs

cellules, donc leur division (Chaussat et Ledeunff , 1975).

B. L’oxygeéne : comme pour I’eau, la germination exige obligatoirement de 1’0O2. Une faible
quantité d’oxygene serait suffisante pour permettre la germination. Selon Meyer et al, (2004),
I’oxygene est controlé par les enveloppes qui constituent une barriere, mais en méme temps une
réserve.

C. La température : elle agit soit directement en augmentant la vitesse des réactions
biochimiques, ¢’est la raison pour laquelle il suffit d’¢lever la température de quelques degrés
pour stimuler la germination (Mazliak , 1982), soit indirectement par ses effets sur la solubilité
de 1’02 dans I’embryon (Chaussat et al, 1975)

D. La lumiére : elle agit de maniére différente sur les espéces. Elle inhibe la germination des
semences a photosensibilité négative et stimule celles a photosensibilité positive (Anzala,
2006). Les especes dont les graines sont indifférentes a la photosensibilité sont rares (Heller et
al, 1990)

1.1.2.6. Phases de la germination

La germination des semences se déroule en 3 phases

A. Phase d’imbibition
La phase 1 correspond a une forte hydratation des tissus, accompagnée d’une élévation de
I’intensité respiratoire (Heller et al, 2004). Elle implique un mouvement d’eau dans le sens de

potentiel hydrique décroissant (Hopkins, 2003).

B. Phase de germination au sens strict
Est caractérisée par une diminution de ’entrée d’eau et une reprise de la respiration, des

activités métaboliques et mitotiques. L’eau active les phytohormones hydrosolubles en stock
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dans la graine. C’est le cas des gibbérellines qui vont activer la synthese (a- amylases
d’hydrolases nucléases et protéinases) necessaires a la dégradation des réserves, a la division
et I’¢longation cellulaire. Les a -amylases hydrolysent I’amidon stocké dans 1’albumen et
liberent des molécules de glucose, substrat du métabolisme respiratoire. La phase de
germination au sens strict se termine avec la percée du tégument par la radicule, rendue possible

griace a I’allongement des cellules (Heller et al, 2004).

C. La phase de croissance post-germinative

Elle est caractérisée par une entrée de nouveau de I’eau et une augmentation importante de la
respiration. La consommation de 1’02 serait due aux enzymes néosynthétisées. L’ABA (acide
abscissique) néosynthétisé serait un des facteurs les plus importants qui régule cette phase
(Grappin et al, 2000)

1.1.3. Définition de la croissance végétale

La croissance est I'augmentation continue de toutes les dimensions de la plante : longueur,
largeur, diamétre, surface, volume et masse. Cette augmentation est mesurable dans le temps.
La croissance d'une plante entiere (ou d'un couvert végétal) fait intervenir en fait deux

phénomenes concomitants :

* la croissance en dimension de chacun des organes aprés leur initiation : c'est la croissance au

sens strict ;

* la multiplication du nombre de ces organes : c'est la liaison avec le développement. (Tayeb-

Amezine, 1995)

1.1.3.1. Facteurs de croissance.
IIs sont les éléments internes (liés a la plante) et externes (liés au milieu) qui interviennent dans
la fabrication de la matiére séche ; ils ont une action quantitative donnant lieu a un bilan

d'énergie et de matiére : (Tayeb-Amezine, 1995)

-Energie solaire
- Eléments minéraux
- Eau

- Tempeérature.




Partie. | Synthése bibliographique

1.1.3.2. Conditions de croissance
Les processus de fabrication de matiere seche, et donc l'utilisation des facteurs de croissance,

peuvent se dérouler sous certaines conditions et étre limités sous d'autres. Exemples :

- Température suffisante permettant de déclencher les processus comme la germination, le

développement foliaire et I'extension racinaire

- Régulation thermique, conditions hydriques et ouverture stomatique
- Aération autour des racines pour la diffusion de I'oxygene

- Etat structural permettant la croissance des racines

- Forte concentration en sels entrainant la toxicité des plantes (Tayeb-Amezine, 1995)
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Chapitre 2. Métaux Lourds

1.2.1. Généralités

La contamination des sols agricoles par les méetaux lourds tels que le plomb (Pb), le cadmium
(Cd), le cuivre (Cu) et le zinc (Zn) est de nos jours une question de santé publique et de
conservation de I'environnement. Ces métaux sont présents dans les sols a la suite des activités
géo-génétiques (Baize, 1997) ou anthropiques telles que le raffinage, la combustion
de combustibles fossiles, I'application d'engrais phosphatés, et des boues d'épuration aux sols
(Kabata-Pendias, 2001). Les métaux ne sont pas biodégradables et donc peuvent persister
dans le sol pendant de longues périodes. Le Zn, Cu et Pb sont toxiques pour les végétaux et les

animaux y compris I’homme (Kabata-Pendias, 2001)

1.2.2. Définition

Le terme métaux lourds est arbitraire et imprécis. 1l est utilisé pour des raisons de simplicité et
il recouvre des éléments ayant des propriétés métalliques (ductilité, conductivité, densité,
stabilité des cations, spécificité de ligand...) et un numéro atomique supérieur a 20 (Raskin et
al., 1994). Les métaux lourds sont définis comme étant des éléments chimiques toxiques ayant
une densité supérieure a 5 g/cm?3 (EImsley, 2001). On distingue deux types en fonction de leurs

effets physiologiques et toxiques : métaux essentiels et métaux toxiques.

» Métaux essentiels sont des éléments indispensables a 1’état de trace pour de nombreux
processus cellulaire et qui se trouvent en proportion trés faible dans les tissus biologique (Loué,
1993). Certain peuvent devenir toxique lorsque la concentration dépasse un certain seuil. C’est
le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du fer (Fe) (kabata et Pendias, 2005).

» Métaux toxiques ont un caracteére polluant avec des effets toxiques pour les organismes
vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu pour la cellule. C’est
le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg), du cadmium (Cd). (Huynh, 2009)

@
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Tableau 1 : Caracteres d’essentialité et de toxicité de quelques éléments traces.
(Garnaud etal., 2001)

Indispensables FC Toxique FC

Plantes | Animaux | Homme | Plantes | Animaux | Homme | Commentaires

Cadmium | Non Non Non Oui Oui Oui Phytotoxique
Chrome Non Non Non Oui Non Oui Toxiques
Cuivre Oui Oui Oui Oui Non Non Immobile dans le

sol , peu toxique

Fer Oui Oui Oui Non Non Oui Phytotoxique a pH
acide

Plomb Non Non Non Oui Oui Oui Peu phytoxique

Zinc Oui Oui Oui Oui Non Non Peu toxique

FC : faible concentration.

1.2.3. Origine des métaux lourds dans le sol

La présence des métaux lourds dans les sols peut étre naturelle ou anthropogénique (Figure 1)

A. Origine naturelle
Les métaux lourds sont présents naturellement dans les roches, ils sont libérés lors de
I’altération de celles-ci pour constituer le fond géochimique. La concentration naturelle de ces

métaux lourds dans les sols varie selon la nature de la roche, sa localisation et son age.

B. Origine anthropique

Cependant, la source majeure de contamination est d’origine anthropique (Klute , 1986).
(Figure 1). Au cours des dernieres décennies, I’apport de métaux lourds au sol dans le monde
s’est étendu. On ’estime a 22000 tonnes de cadmium, 939000 t de cuivre, 783000 t de plomb,
et 1350000 t de zinc. (Klute , 1986). Les principaux types de pollutions anthropiques
responsables de I’augmentation des flux de métaux, sont la pollution atmosphérique (rejets
urbains et industriels), la pollution liée aux activités agricoles, domestiques et la pollution
industrielle (Tableaux 2 et 3).

B
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Anthropique ou exogéne

L T

Proximité Localisée Diffuse

d
Sol:  Réservon

Systéme de trans formaton
Systéme de trans fert

DCessus bioge

j{ﬁ;&xﬂmmt

Naturelle ou endogéne migration

Figure 1 : Source des métaux lourds dans le sol (Klute, 1986)

Tableau 2. Contribution de différentes sources a 1’enrichissement moyen annuel
des terres émergées en metaux lourds (Miquel, 2001).

Cuivre Zinc Cadmium Plomb
Total (milliers de tonnes) 126 760 20 382
Déchets agricoles 55% 61% 20% 12%
Déchets urbains 28% 20% 38% 19%
Engrais 1% 1% 2% 1%
Retombées atmosphériques 16% 18% 40% 68%

Tableau 3. Flux des éléments trace dans 1’environnement (tonne/an). (Bich, 2005)

] Flux
Elément L Flux naturel
anthropogénique

As 150 80
Cd 43 4,5
Cr 7810 810
Cu 9162 375
Pb 3665 180
Hg 17,8 0,9
Ni 1134 255
Zn 7467 540
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1.2.4. Spéciation, mobilité et biodisponibilité des métaux lourds

1.2.4.1. Spéciation

La spéciation est définie comme la distribution des especes chimiques d’un élément au sein
d’un systeme, solide ou liquide (Ponthieu et al., 2016). Ces especes sont différenciées selon
leur composition isotopique, leur structure électronique, leur état d’oxydation, et/ou leur
structure moléculaire. Cependant, le terme de spéciation d’un élément dans un sol est souvent
utilisé dans un sens plus large englobant la distribution ou les processus d’identification des
différentes phases d’un ¢élément dans le milieu solide ou liquide (Foreau, 2009).
Les ions meétalliques libres et les espéces neutres, sont les formes les plus réactives, car plus

facilement assimilables par les organismes vivants (Baba Ahmed, 2012)

1.2.4.2. Mobilité

La forme chimique des ETM affecte leur mobilité dans les sols et leur capacité de
transfert dans les différents compartiments environnementaux. La mobilité correspond a
I’aptitude d’un ¢élément a passer d’un compartiment du sol ou il est retenu avec une certaine
énergie vers un autre compartiment ou il est retenu avec une énergie moindre (Anju et al, 2012).
Elle peut étre étudiée au travers du changement de phase porteuse d’un élément, a
I’échelle d’un sol, la mobilité d’un élément peut étre évaluée en étudiant sa distribution

verticale ou latérale (Bisson et al, 2012).

1.2.4.3. Biodisponibilité

La notion de biodisponibilité des ETM est définie par le passage d’un élément au travers
d’une membrane biologique, végétale ou animale (Dudal, 2004). Elle dépend d’une part, de la
fraction de 1’¢lément qui peut étre mobilisée physicochimiques dans le sol et d’autre part, de

la capacité d’une espéce donnée a I’absorbe (Girard et al, 2011)

1.2.5. Facteurs modifiant la mobilité des métaux lourds

1.2.5.1. Potentiel hydrogéne (pH)
A pH faible, la solubilité de la plupart des métaux est plus élevee (Alloway, 1995).

1.2.5.2. Potentiel redox (Eh)
En conditions reéduites, la mobilité des métaux lourds est plus faible. Le potentiel redox est

fortement 1ié¢ au pH puisqu’il augmente quand celui-ci diminue (Alloway, 1995).

E
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1.2.5.3. Activité biologique

La comprehension globale des phénomeénes biologiques jouant sur la solubilité des
métaux lourds dans les sols est rendue difficile par la multiplicité des actions et interactions a
tous les niveaux. Les végétaux supérieurs étant au centre de notre étude, et les
microorganismes ayant une influence sur I’ensemble du milieu aux échelles de temps et
d’espace considérées, nous attacherons a développer principalement 1’action des
microorganismes et des plantes. Les principaux phénoménes d’action sur la mobilité des
polluants métalliques sont la solubilisation, I’insolubilisation et la volatilisation (Deneux-
Mustin et al, 2003).

A. Solubilisation

Provient de la production de composés acides tels que les acides carboxyliques,
phénoliques, aliphatiques, nitrique et sulfurique. Certaines bactéries chimiolithotrophes
(Thiobacillus, Leptospirillum, Galionella) oxydent les formes réduites du fer et du soufre
contenues dans les sulfures et produisent de I’acide sulfurique, susceptible de dissoudre les
silicates, les phosphates, les oxydes et les sulfures, libérant ainsi les métaux lourds contenus.
Les champignons et les racines des plantes excretent eux aussi des acides afin d’augmenter
leur absorption de nutriments, ou tout simplement comme déchets métaboliques (Foy et al.,
1978 ; Deneux-Mustin et al, 2003)

B. Insolubilisation

Constitue le phénoméne opposé. Bien que le phénomene de détoxication externe des
métaux lourds par des exsudats racinaires n’ait jamais été démontré (Baker et Walker, 1990),
certains acides organiques de faible masse moléculaire, comme les acides oxalique, citrique
ou fumarique qui interviennent dans la complexation intracellulaire d’éléments nutritifs,
peuvent étre sécrétés dans le milieu extérieur. Ils limiteraient ainsi les transferts par des

processus de complexation (Baker et Walker, 1990).

C. Volatilisation

Repose sur D’action directe de certains microorganismes sur le degré d’oxydation de
I’espece métallique. C’est le cas du mercure, de I’arsenic et du sélénium (Se). La
biométhylation permet le transfert de groupements méthyl directement aux atomes, Pb, Sn
(étain), As, Sb (antimoine) et Se, permettant leur volatilisation dans 1’atmosphere. (Baker et
Walker, 1990

E
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1.2.5.4. Température

La température du sol dépend en premier lieu du climat, mais elle est également liée a
I'activité biologique et influence rétroactivement la formation de complexes avec des ligands
inorganiques, en modifiant l'activité de I'élément en solution. La température a un impact
direct sur la mobilité des éléments métalliques en déplacant les équilibres des réactions de
dissolution-précipitation et Co-précipitation, et un impact indirect, en modifiant la teneur en

eau du sol, le pH ou le potentiel redox (Eh). (Deneux-Mustin, 2003).

1.2.5.5. Matiere organique

Elle se compose de deux fractions :

v La fraction vivante (micro-organisme, faune épilithique, rhizosphére des végétaux
supérieurs, animaux fouisseurs). Son influence sur la fixation des éléments trace est importante,

elle modifie le potentiel redox ou le pH.( Kabata-Pendias , 2005).
v La fraction morte (débris végétaux et animaux plus ou moins décomposés en humus, carbone

rapporté). (Kabata-Pendias, 2005).

1.2.5.6. Texture et la structure du sol

La texture et la structure du sol sont des facteurs intervenant dans la mobilité des ETM.
Dans un sol structuré, la vitesse de I'eau et des composés solubles est plus grande que dans
une matrice constituée de micropores. Le transport par les colloides du sol (particules d'argile,
matiére organique soluble, biomasse) peut augmenter la mobilité des métaux associés a ces
solides. Les pratiques culturales peuvent influencer la mobilité des métaux en modifiant les
propriétés du sol et les conditions physico-chimiques, a la suite par exemple de l'apport de
matiére organique (boues chaulées ou non, composts, déjections animales, déchets divers)
(AFNOR, 2003). La nature et le mode d'application des fertilisants, la rotation des cultures et
le labour jouent aussi un role important. L'oxygene étant I'anion structural dominant, aussi
bien dans I'eau que dans les constituants solides du sol, la spéciation des ETM est dominée
par leur interaction avec I'oxygeéne des molécules d'eau, des anions hydroxyde OH- ou oxyde
02-. Ainsi, plus un sol est aéré, moins le Cd est biodisponible. Or, le travail du sol entraine
alors une meilleure aération du sol ; inversement, le passage répété d'engins agricoles qui
tassent le sol la réduit. Le degré d'aération du sol est aussi déterminé par les pratiques
culturales (irrigation, apport de matiére organique biodégradable donc consommatrice

d'oxygéne mais qui peut aussi améliorer I'aération du sol grace a une meilleure structuration)

E
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et par les événements climatiques (précipitations massives entrainant une réduction de
I'aération du sol) (Morel, 1997).

1.2.5.7. Capacité d*échange cationique (CEC)

Caractérise la capacité d’un sol a stocker et a restituer les éléments minéraux : les
particules fines d’argile, a forte CEC, sont chargées négativement et adsorbent donc les
particules de charges opposées. De ce fait, les cations métalliques peuvent se fixer a la surface
des particules d’argile par échange de protons H+, entrainant une baisse de leur disponibilité
(Alloway, 1995).

1.2.6. le Plomb

Le plomb est un métal gris-bleu grisant a 1’air humide, facilement malléable et qui
résiste a la corrosion. Sa présence dans la crote terrestre est ubiquitaire (entre 15 mg/kg et 20
mg/kg). Il y est relativement accessible bien qu’il y soit peu présent sous sa forme métallique
(Pb0). En effet, parmi ses trois états d’oxydation, le Pb(II) est le plus fréquent, le Pb (IV) étant
presque inexistant sous des conditions normales. Le plomb métallique n’est pas soluble dans
I’eau, mais plusieurs de ses composés le sont tels le bromure et le chlorure de plomb ainsi que

le nitrate de plomb (ATSDR, 2007).

1.2.6.1. Propriétés physico-chimiques du plomb

Le plomb est un métal dense (d=11,34 a 20°C), de couleur bleu-gris argenté qui se
trouve sur la crodte terrestre en petites quantités (0.002%). Il se trouve associé a plusieurs
minerais (plus de 200 minerais de plomb) seulement les plus communes sont : la galéne
(PbS), la cérussite (PbCO3) et I’anglésite (PbSO4) (Adriano, 2001). Le plomb métallique est
malléable, il forme divers alliages fusibles, il est peu soluble dans 1’eau froide, 1’eau chaude et
les acides dilués, mais il se dissout facilement dans les acides forts. L’cau chargée d’oxygéne
dissous attaque par contre le plomb, et produit ’hydroxyde de plomb Pb(OH) 2 qui est trés
toxique (OMS, 1978). Le plomb est classé parmi les métaux lourds et se caractérise selon
Cecchi, (2008) par :

- Une forte affinité au soufre.

- Il ne se détruit pas, il se transporte et change de forme en donnant des sels.

- Il a une conductivité éleveée, ce qui explique son utilisation dans de nombreuses industries.

- Il présente une certaine toxicité entrainant des Iésions plus ou moins graves.
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1.2.6.2. Plomb dans le sol

Le comportement du plomb dans un sol dépend de différents facteurs comme sa
dynamique propre mais également des caractéristiques pédologiques et physicochimiques du
sol (Baize, 1997). Il peut étre soit sous forme liée aux particules de terre soit dans la
phaseaqueuse. Dans les sols contaminés, la forme chimique initiale et la teneur en polluant
apportée ont également une influence (Dumat et al., 2001 ; Ferrand et al., 2006). Le plomb
va ainsi se retrouver :

- Inclus dans des minéraux primaires hérités de la roche-mére ou dans des minéraux
secondaires suite a des précipitations ou co-précipitations notamment avec des oxydes (Fe, Al,
Mn) (BRGM, 2004).

- Adsorbé a la surface de la matiere organique du sol (BRGM, 2004).

- Adsorbé a la surface des méso et microorganisme du sol ou absorbé par eux (BRGM,
2004).

- Dans la solution du sol, associé a des colloides (BRGM, 2004).

- Dans la solution du sol, complexé par des molécules organiques ou sous forme libre.
Les principales especes du plomb présentes dans la solution du sol sont Pb2+, et PbCO3
(BRGM, 2004). Ces formes solubles, bien que trés minoritaires, ont un rdle fondamental,
puisque les racines prélévent uniquement le plomb dans la solution du sol (Bourrelier and
Berthelin, 1998).

1.2.6.3. Biodisponibilité du plomb

L’absorption racinaire du Pb est actuellement considérée comme passive. Elle est réduite
par le chaulage et les basses températures. Bien que le Pb soit dans le sol un élément trés peu
soluble, il peut s’accumuler dans les racines et particulierement dans les membranes
cellulaires. En régle générale, les concentrations en Pb d’une plante sont étroitement corrélées
aux concentrations en Pb du sol, mais cette corrélation doit étre nuancée et tenir compte en
particulier de 1’organe (racines, tiges, feuilles, etc.). La translocation de Pb vers les parties
épigées d’une plante est un phénomene tres limité. Ce qui fait que le Pb n’est pas un toxique
systématique en ce sens qu’il ne diffuse pas dans le systéme vasculaire de la plante, son
absorption racinaire n’est effective qu’au-dela de 1000ppm dans le sol, elle dépend entre
autres facteurs de la concentration totale dans le sol, de la concentration dans la solution du
sol et de la spéciation (AFNOR, 1996). La plante peut également absorbée le Pb par les feuilles,

Le maximum “’normal’’ dans les plantes, selon Mckenzie (1980) est de 8 ppm.
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1.2.6.4. Effets du plomb sur les végétaux

La toxicité du plomb dépend de sa concentration dans le milieu, de sa spéciation, des
propriétés du sol, et enfin de I’espéce végétale concernée. Les plantes mettent en place
diverses barrieres physiques pour se protéger, quand le plomb a réussi a passer a travers ces
barrieres de protection, il peut affecter de nombreux processus physiologiques de la plante.
Les premiers effets ne provoquent pas de symptomes visibles, ceux-ci ne se manifestant qu’en
cas de toxicité avancee (Cecchi, 2008).

La croissance, Celle-ci s’accompagne trés souvent de nombreux autres indices de
dysfonctionnement : chlorose foliaire, importantes lésions nécrotiques, jaunissement progressif,
repliement ou dessechement du feuillage, les bases moléculaires de ces perturbations sont
encore mal connues, mais on admet généralement qu’elles résultent d’un stress oxydatif, di a
la production d’especes réactives de I’oxygene (ERO) ou « Réactive Oxygen Species » (ROS).
Qui altérent toute une série de substrats biologiques importants, et modifient les domaines
fonctionnels des biomolécules pouvant conduire a la mort cellulaire (Cheng et al, 2003).

* Effets sur la germination et la croissance

A T’échelle macroscopique, le plomb entraine des effets néfastes sur les plantes. En premier
lieu, la germination est fortement inhibée par les ions plomb (Pb2+) a trés faibles concentrations
(Tomulescu et al., 2004). De plus fortes doses conduisent a une inhibition totale de la
germination chez les especes végétales (Wierzbicka et al, 1998). Le plomb réduit également
fortement le développement de la plantule et des radicelles (Mishra et Choudhuri, 1998). Un
traitement a de faibles concentrations en plomb inhibe la croissance des racines et des parties
aériennes (Makowski et al, 2002 ). Cette inhibition est plus importante pour la racine, ce qui
peut étre corrélé a plus forte teneur en plomb de cette derniére. L’accroissement de biomasse
végétale est diminué par de fortes doses de plomb (Xiong et al. 2006). Sur de longues durées,
les traitements au plomb, méme a des doses non-létales, peuvent conduire a I’apparition de
nécroses au niveau des apex racinaires et des feuilles, ainsi que des chloroses foliaires (Liu et
al, 2000). L’ensemble des perturbations macroscopiques observées est la résultante :

- De I’interaction du plomb avec les différents composants cellulaires et les macromolécules
(protéines, ADN...). (Liu et al., 2000).

- De la perturbation de nombreux processus physiologiques comme la régulation du statu

hydrique, la nutrition minérale, la respiration ou la photosynthése. (Liu et al., 2000).
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* Effet sur la Photosynthése

Chez les plantes, 1’exposition au Pb conduit & une forte inhibition de la photosynthése, du
rendement photosynthétique, et a une limitation du taux d’assimilation de CO2. Le rendement
photosynthétique, tres sensible, peut chuter de plus de 50% (Bazzaz et al, 1975). Cette
inhibition s’explique par la diminution des teneurs en chlorophylle et en caroténoides
généralement constatée (Gopal et al, 2008). La chlorophylle b semble plus sensible que la
chlorophylle a (Vodnik et al, 1999). Toutefois, ces effets varient en fonction des especes
végétales. Les mécanismes de réduction de la teneur pigmentaire sont, en partie, élucidés. Le
plomb induit 1’activité chlorophyllase dans les feuilles (Drazkiewicz, 1994), mais le
mécanisme principal semble étre I’inactivation de la synthese de ces pigments. Le plomb
interagit a ce niveau de deux facons :

- D’une fagon directe, en se substituant aux ions divalents liés aux métalloenzymes. C’est
notamment le cas avec 1’-aminolevulinate déshydratasse ou ALAD qui est a la bases de
la synthése des chlorophylles et dont I’ion zinc (Zn2+) est remplacé par plomb (Pb2+) (Foy et
al, 1978).

- D’une fagon indirecte, en induisant une carence en ces ions divalents (Foy et al.,

1978).

* Effets sur la nutrition minérale

Le plomb affecte la nutrition minérale, en perturbant le prélevement et le transport des
nutriments par la plante, tels que Ca, Fe, Mg, Mn, P et Zn en bloquant leur entrée ou en se liant
a eux, les rendant indisponibles pour les plantes (Xiong, 1997). Il a été montré, chez plusieurs
plantes exposées au Pb, une diminution dans les feuilles de la concentration en cations divalents
comme le Zn2+, le Mn2+, le Ca2+ et le Fe2+ (Seregin et al, 2004; Kopiitke et al, 2007;
Cecchi, 2008). Cette diminution pourrait étre due a une competition entre le Pb et certains ions
de taille équivalente au niveau des transporteurs membranaires. En effet, le Pb, qui a quasiment
le méme rayon que le K+, pourrait emprunter les canaux potassiques pour entrer dans la cellule
(Sharma et Dubey, 2005). Le plomb affecte aussi le métabolisme azoté en diminuant le
préléevement de nitrate et en perturbant le fonctionnement de la nitrate réductase (Seregin et
Ivanov 2001 ; Cecchi, 2008).
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1.2.7. Le cuivre

Le Cu est un des éléments les plus essentiels pour les plantes et les animaux. En effet
I'organisme ne peut croitre complétement en son absence. Il ne peut étre remplacé par un autre
élément, il a une influence directe sur I'organisme et le bon fonctionnement de son métabolisme.
Le cuivre est considéré comme I'élément le plus mobile des métaux lourds, par référence aux
processus supergénes. Les formes chimiques du Cu présentent dans le sol sont : Cu 2+;
CuOH +; Cu (OH)2; CuO; CuCO03; CuO2 - ; Cu-O-Fe; Cu-O-Al ; Cu-O-Mn. Dans le sol,
le cuivre est bien réparti le long du profil et se fixe préférentiellement sur la matiére organique
(25 a 50 %), 98% du Cu soluble dans le sol se trouvent complexés a la matiére organique, les
oxydes de fer, de manganese et les argiles. La répartition cuivre entre ces différentes fractions
est fonction du pH, de la quantité et de la composition de la matiére organique d'une part, et des
colloides minéraux d'autre part. En métallurgie, il entre dans de nombreux alliages. Les sels de
cuivre (sulfate, acétate, dérivés organiques) sont utilisés comme fongicides ou algicides en
agriculture, pour les traitements chimiques de surfaces, la fabrication de peintures et de
céramiques. En dehors des pollutions industrielles ou de traitements agricoles, ce métal provient
habituellement de la corrosion des tuyauteries de distribution (Pugh et al, 2002). Le cuivre
présent dans les racines est entierement sous forme complexée, mais la pénétration racinaire

doit quand méme se réaliser a I'état de formes dissociées.

Le cuivre agit comme activateur de plusieurs enzymes aux proximités et fonctions diverses,
dont les enzymes qui interviennent dans la photosynthése et la respiration. Bien qu'il soit mobile
dans les plantes ou il est abondant, cet oligo- élément 1'est bien moins dans les
plantes ou il est présent en quantité insuffisante. Il est donc probable qu'il existe un lien entre
la concentration de cuivre dans les nouveaux tissus et I'état de la plante. Toutefois, I'analyse

du milieu est plus utile que I'analyse des tissus pour repérer la carence en cuivre

* Carence

La carence en cuivre ralentit la croissance et entraine la formation d'entre-nceuds courts et de
petites feuilles. Au début, des chloroses intervalles apparaissent sur les feuilles adultes, mais
par la suite, les symptomes progressent vert le haut de la plante. Les feuilles finissent par
prendre une couleur vert terme ou bronze, leurs bords se recroquevillent vers le bas et la plante
reste rabougrie. La carence en cuivre est rare, en partie parce que les approvisionnements en
cuivre sont suffisantes dans la plupart des cas, vu I'emploi fréquent du cuivre dans les

canalisations. Elle survient parfois quand les plantes sont cultivés dans de la tourbe et ou la
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solution nutritive ne contient pas de cuivre. Un pH élevé du milieu réduit »assimilabilité du

cuivre, mais effet est bien moins important que dans le cas du manganese, du fer et du bore

*Toxicité
Bien que rare, la toxicité du cuivre peut entrainer des chloroses causées par une carence en fer
quand le milieu est contaminé par le cuivre provenant de sources industrielles. L'emploi

généralisé de canalisations en cuivre peut causer une contamination par le cuivre.

*Concentration

La concentration normale de cuivre varie entre 8et20ppm dans le poids sec de la
premiére feuille complétement développée (cinquiéme feuille). Les symptdmes de la carence
commencent a se manifester quand la concentration de cuivre passe au-dessous de 7 ppm et
deviennent graves quand elle se situe entre 0.8 et 2.0 ppm. La carence en cuivre peut

provoquer une forte baisse du rendement (de 20 a 90%)

1.2.8. Réponse et stratégie d’adaptation des végétaux au stress métallique
La tolérance aux métaux lourds est un phénomeéne dans lequel la plante interagit avec la
concentration externe en métaux tout en régulant la concentration interne (Macnair , 2007).
Selon (McGrath et Zhao, 2003 ; Benavides et al, 2005). Les divers mécanismes de
controle sont :

- L'exsudation d'agents complexant dans le sol,

- La liaison des métaux avec les parois cellulaires,

- L'efflux actif des métaux depuis le symplasme,

- La limitation du transport des métaux dans les parties aériennes (translocation),

- La complication a divers ligands dans le symplasme (phytochélatines, acides organiques,
acides aminés), puis le transport de ces complexes dans la vacuole,

- L'induction d'antioxydants enzymatiques ou non enzymatiques.

- La formation d'enzymes résistantes aux métaux qui limitent les dommages.

Les métaux lourds provoquent deux types de processus défavorables dans les systemes
biologiques. Premiérement, ils inhibent plusieurs enzymes en se liant a leurs groupes SH
(Rauser, 1995). Deuxiemement, les ions des métaux lourds, peuvent intensifier les processus
de production d’ERO conduisant au stress oxydatif (Prasad et al, 1999 ; Cuypers et al, 1999).
Devant cette perturbation les plantes développent deux mécanismes de défense contre le stress

oxydatif. Un mécanisme enzymatique consiste a activer les enzymes antioxydants tels que la
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superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, pour ajuster le contenu en ERO
des cellules en fonction des besoins métaboliques de la plante (Malekia et al, 2017). Et un
mécanisme non enzymatique peut étre responsable de I'extinction excessive des ERO, tels que
la proline, les polyphénols, les flavonoides, les caroténoides, I'ascorbate et le glutathion (Wu et
al, 2007 ; Zouari et al, 2016 a, b). L'acide aminé proline est communément connu sous le nom
d'osmolyte, mais récemment, ses propriétés antiradicalaires et antioxydantes ont été présentées
dans plusieurs rapports (Ashraf et Foolad, 2007). Les polyphénols sont parmi les métabolites
qui possedent des capacités antioxydantes importantes (Gomez-Caravaca et al, 2006 ), En plus
de ces activités, les polyphénols ont un grand pouvoir chélateur des métaux ce qui représente
un intérét biologique important (Ravichandran et al, 2014 ; Selvaraj et al, 2014 ; Kasprzak
et al, 2015). La capacité des flavonoides a détoxifier les radicaux libres et les chélates a été
démontré par (Symonowicz et Kolanek, 2012), et leur pouvoir de chélateur les métaux lourds
a été décrit par (Brown et al, 1998). Le DPPH a été largement utilisé pour la détermination de
I'activité antioxydante de composeés simples ainsi que de différents extraits de plantes (Jung et
al, 2008). Ces mécanismes antioxydants ont été décrits de facon exhaustive (Gill et Tuteja,
2010 ; Dat et al, 2000 ; Apel et Hirt, 2004).
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Chapitre 3.

Présentation de la plante : Pois chiche « Cicer arietinum L »

1.3.1. Origine et historique

Le pois-chiche (Cicer arietinum L.) est connu depuis la haute antiquité dans le bassin
méditerranéen, dans le Sud — Est de 1’Asie et en Inde (Erroux, 1975). Il est classé parmi les
premieres légumineuses a graines domestiquées par I’homme (Van der maesen, 1987). En
effet les premiéres traces d’utilisation du pois chiche comme aliment remontent a environ 7000
ans. Il aurait été cultivé pour la premiere fois dans la région méditerranéenne il y a 5000 ans.
Le pois chiche est probablement originaire du Moyen-Orient, plus précisément du Sud-Est de
la Turquie et de la Syrie (Saxena, 1984 ; Singh, 1997). Des restes carbonisés decouverts au
Proche-Orient indiquent que cette espéce était cultivée au VIleme millénaire avant notre ere
avec les céréales, le petit pois et la lentille (Vanier, 2005 ; Redden et Berger, 2007).
L’expansion de cette culture a été rapide dans les régions méditerranéennes (Ladizinsky, 1987).
Actuellement, on peut distinguer trois grandes zones de production de pois chiche dans le

monde, le bassin méditerranéen, le Sud de 1’Asie et I’Amérique du Sud (Bouchez, 1985).

1.3.2. Taxonomie et caractéristique botaniques

1.3.2.1. Classification

Le pois chiche appartient au genre Cicer a la classe des Dicotylédones, a la sous-classe des
Dialypétales, I'ordre des rosales, famille de Fabaceae, la sous-famille des Papilionaceae, Régne

: Plantae et a la section Monocicer (Bock, 2009).

1.3.2.2. Description botanique
Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une espece herbacée, annuelle, diploide (2n = 16

chromosomes), autogame, présentant moins de 1% d’hybridation naturelle (Singh et Reddy,
1991).

Le systéme racinaire mixte, dont la croissance s’arréte au démarrage de la floraison, permet a
la plante d’explorer un grand volume de sol et lui confére une tolérance a la sécheresse (Slama,
1998). 11 est composé d’une racine principale pivotante qui peut atteindre 1m de profondeur et
des racines secondaires tragantes. La profondeur de I’enracinement dépend des techniques

culturales, de I’état et de la nature du sol. En effet, la semelle du labour peut entraver
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I’élongation de la racine principale. Dans les zones humides, les sols salins, lourds, stagnants
et & réchauffement lent au printemps, les racines ont un développement limité et la fixation

symbiotique de I’azote atmosphérique est réduite (Jaiswal et Singh, 2001).

Les nodules, développés sur les racines, permettent la fixation symbiotique de 1’azote

atmosphérique pour satisfaire 80% des besoins de la plante en azote assimilable.

- Les feuilles ont la forme imparipennée (Poitier, 1981) et sont composees de 7 a 15 folioles
ovales et dentelées, sans vrilles, en position alternée sur un rachis (Figure 2) (Saxena, 1984).
Les faces inférieures des feuilles sont couvertes par un duvet formé de poils unis et

pluricellulaires.

- La tige est herbacée. Selon les génotypes de pois chiches, a une certaine hauteur, la tige se
ramifie en deux ou trois branches pour donner des ramifications secondaires et par la suite des

ramifications tertiaires (Figure 2) (Braune et al, 1988).

- Les fleurs sont zygomorphes, articulées, solitaires ou en grappe de deux fleurs (Figure3).
Elles s’insérent sur des pédoncules axillaires a I’aisselle des feuilles. L’apparition des premicres
fleurs dépend de plusieurs facteurs tels que la précocité de la variété, la date et la densité du
semis et des techniques culturales. Toutefois, comme le pois chiche est une espéce a croissance
indéterminée, sous des conditions hydriques favorables et des températures clémentes, les
branches continuent a se développer, a fleurir et a produire des gousses et des grains (Leport
et al, 2006). Les premiéres fleurs, dites pseudo-fleurs ou fausses fleurs, sont imparfaites et ne

donnent pas de gousses (Roberts et al, 1980).

- Le fruit est une gousse de forme globuleuse, renflée, ovale, velue, pendante et portant un bec
(Ladizinsky, 1987). Elle peut comporter 1 a 3 grains qui peuvent étre lisses ou ridés, arrondis
ou irréguliers. La germination est hypogée (Sassene, 1989), la partie aérienne sécréte une
solution composée de 94.2% d’acide malique, 5.6% d’acide oxalique et 0.2% d’acide acétique
(Van Der-Maesen, 1972). La longueur du cycle du pois chiche dépend de la chaleur et de
I’humidité disponible dans le sol. La récolte peut avoir lieu si I’humidité des grains est de I’ordre

de 18% (Jaiswal et Singh, 2001).
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Figure 2 : pois chiche (Cicer arietinum L.) Figure 3 : La fleur de pois chiche

1.3.3. Caractéristiques agronomiques

1.3.3.1. Les exigences climatiques

* Température
La température exerce une forte influence sur les phases végétatives et reproductrices de pois

chiche (Summerfield et al, 1979). Une température ambiante, variant de 20 a 30 °C le jour et
de I’ordre de 20 °C la nuit, assure un bon développement végétatif du pois chiche. Au moment
du semis, la température du sol doit étre supérieure a 10 °C. En fait, un sol relativement chaud
permet une réduction de 1’exposition des semences aux maladies, une germination des graines

et une émergence des plants rapides (Jaiswal et Singh, 2001).

* La pluviométrie

Par comparaison aux autres espéces de la tribu des Viciées, le pois chiche, grace a son systéeme
racinaire profond, est doté d’une certaine rusticité et d’une bonne tolérance a la sécheresse
(Verghis et al, 1999). D’apres Wery et al, (1994), une consommation en eau de 100 & 150 mm
confirme que le pois chiche est doté d’une bonne capacité a extraire I'eau stockée dans le sol.
La phase critique pour les besoins en eau est située entre la fin floraison et le stade laiteux
(Verghis et al, 1999).

Pacucci et al, (2006) ont indiqué que dans les zones de faibles précipitations, il est possible
d’obtenir de bons rendements en choisissant les cultivars les plus adaptés a la sécheresse.

Saxena (1987) a remarqué, avec une dose d’irrigation qui varie de 110 a 240 mm, que le
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rendement en graines passe de 0,9 et 3 t.ha-1 respectivement. Pour une culture de printemps,
les besoins hydriques sont de 297 mm dans les zones arides et de 413 mm dans les zones
humides ; alors que pour une culture d’hiver, les besoins hydriques dans les zones arides et dans
les zones humides sont respectivement de 311 et 432 mm (Saxena, 1987). 1l a été établi aussi
que le pois chiche consomme la majeure partie de son eau dans les soixante premiers

centimétres du sol (Keating et Cooper, 1983).

* Lumiere

Le pois chiche est considéré comme une plante de jours longs (Summerfield et al, 1979).
L'intensité de la lumiére et la durée d’éclairement sont des facteurs importants pour la
nodulation et la fixation d’azote (Lie, 1971).

Les photopériodes prolongées et les températures élevées accélerent les phases de

développement végétatif et reproducteur (Summerfield et al, 1984).

* Les exigences édaphiques

Le pois chiche semble préférer les sols meubles, profonds, plus ou moins argileux avec une
bonne capacité de rétention (Moolani et Chandra, 1970), il ne supporte pas les sols mal drainés
qui favorisent le développement des maladies cryptogamiques (Plancquaert et Wery, 1991).
Les sols tres calcaires sont a exclure, car ils donnent des graines qui cuisent mal. Le pois chiche
supporte mal les sols salins. Le pH du sol favorable a cette culture se situe entre 5,7 et 7 (Mahler
et al, 1998).

1.3.4. Importance du pois chiche
Comme toutes les autres Iégumineuses a graines, le pois chiche occupe une importante place

économique, agronomique et alimentaire (Kamel, 1990).

1.3.4.1. Importance alimentaire

A travers le monde, le pois chiche est consideré comme un aliment de base (Berger et al, 2003)
en raison de la grande valeur alimentaire de ses graines (Pacucci et al, 2006). Cette culture est
destinée, en sa majeure partie, a la consommation humaine et le reste est utilisé comme fourrage
pour le bétail (Upadhyaya et al, 2001). Il est dépourvu de tout facteur antinutritionnel et a une
composition alimentaire tres riche en protéines digestibles (Wood et Grusak, 2007). Le tableau

(4) présente la composition chimique du pois chiche
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Tableau 4 : Composition chimique et minérale du pois chiche (Icrisat, 2008)

Composition organique (en%o) Composition minérale (en mg /100g)
Protéines 23 Phosphore 340
Carbohydrates totaux 64 Calcium 190
Amidon 47 Magnésium 140
Lipides 5 Fer 7

Fibres grossieres 6 Zinc 3

Sucres solubles 6

Matiére minérale 3

1.3.4.2. Importance agronomique

Dans les régions semi-arides du bassin méditerranéen ou les ressources en eau sont en
constante régression, les agriculteurs se rendent compte, de plus en plus, du réle appréciable
que jouent les légumineuses a graines dans la fertilisation organique du sol (Pacucci et al,
2006). En effet le pois chiche peut, grace a sa capacité a fixer biologiquement 1’azote
atmosphérique via la symbiose rhizobienne, subvenir a environ 90% de ses besoins en cet
¢lément Les quantités fixées peuvent dépasser (dans certains cas) 400 kg d’azote/ha/an
(Obaton, 1992). Une grande partie de cet azote est restitué au sol aprés incorporation des

résidus de récolte.

De par ses caractéristiques, la culture du pois-chiche maintient pour une longue durée la fertilité
du sol et se place comme un atout majeur dans toutes les stratégies de gestion durable en

agriculture (Icrisat, 2008).

1.3.5. La production du pois chiche

A. La production dans le monde
Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est I’'une des plus importantes légumineuses a graines dans
le monde il occupe la troisiéme position (FAO, 2015). (Tableau 5)
D’aprés I’AAC (20006), entre 1998 et 2006, le rendement moyen en graines du pois chiche est
de 800 kg.ha-1. Le continent Asiatique est le plus important producteur de pois chiche avec un
taux de 91% (Upadhyaya et al, 2001). Par ailleurs, les plus grands pays producteurs de cette
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espece sont : I’Inde, la Turquie, le Pakistan, 1’Australie, le Canada, le Mexique, I’'Iran et
I’Ethiopie (AAC, 2012).

Les plus grands pays exportateurs de pois chiche sont : 1’ Australie, le Mexique, la Turquie, le
Canada, les Etats-Unis et I’Iran ; alors que les plus importants pays importateurs sont :
I’Espagne, I’Algérie, le Bangladesh, 1’Italie, 1’ Arabie saoudite, la Jordanie, la Tunisie et le
Royaume-Uni (AAC, 2006).

Tableau 5 : Production du pois chiche en tonnes (T) dans le monde ( FAOSTAT, 2015)

Pays Production | Production | Production | Production Production
(T) 2010 (T) 2011 (T) 2012 (T) 2013 (T) 2014
Inde 7480000 8220000 7700000 8832500 9880000
Pakistan 561500 496000 291000 751000 750,000
Turquie 530634 487477 518000 506000 450,000
Australie 602000 513338 673371 813300 817,200
Myanmar | 441493 473102 500000 490000 492,300
Ethiopie 322839 400208 409733 249465 458,682
Iran 267768 315000 295000 290243 275,310
Mexique 131895 72143 271894 209941 171,665
Canada 128300 90800 161400 169400 123,000
Syrie 42928 50052 55913 57500
Monde 11064328 11750103 11613037 13102023 13623695

B. La production en Algérie

Le pois chiche est, en Algérie, la seconde légumineuse alimentaire produite apres les féves
(MADR, 2015). Sa culture a connu, durant la décennie 1980- 90 une certaine évolution
progressive sur le plan des superficies et de la consommation et une évolution régressive en
terme de productivité. Les causes de la faiblesse de la productivité du pois chiche en Algérie
sont souvent d’ordres agro-techniques liés aux conditions de semis (période, modes de semis,
qualité de la semence) et a I’infestation par les adventices. Le tableau (6) présente la production
du pois chiche pour les 5 wilayas les plus productives ainsi que la production total en Algeérie
durant la période 2010-2014.
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Tableau 6 : Production du pois chiche en Algérie (MADR, 2015).

année (ha) | Wilaya Superficie Production (gx) | Rendement (gx/ha)
2010 A.TEMOUCHENT | 6120 58300 9.5
TLEMCEN 5228 42000 8.0
MASCARA 3200 30070 94
SKIKDA 1048 16500 15.7
CHLEF 1655 15985 9.7
TOTAL ALGERIE 25525 234737 9.2
2011 A.TEMOUCHENT | 6795 97575 8.5
TLEMCEN 5319 40000 7.5
MASCARA 2700 22530 8.3
GUELMA 1696 19741 11.6
S.B.ABBES 1429 16347 11.4
TOTAL ALGERIE | 27734 240512 8.7
2012 A.TEMOUCHENT | 8,080 66,280 8.2
TLEMCEN 5,620 39,100 7.0
MASCARA 2,460 24,450 9.9
GUELMA 2,163 23,546 10.9
MOSTAGANEM 2,039 21,810 10.7
TOTAL ALGERIE | 30,562 276,750 9.1
2013 TLEMCEN 5,350 73,000 13.6
A.TEMOUCHENT | 6,195 66,270 10.7
GUELMA 2,214 29,947 13.5
MOSTAGANEM 2,340 27,291 11.7
CHLEF 1,852 22,530 12.2
TOTAL ALGERIE | 29,320 349,802 11.9
2014 TLEMCEN 7,000 73,500 10.5
A.TEMOUCHENT | 6,490 56,526 8.7
GUELMA 2,430 31,940 13.1
MASCARA 2,640 31,700 12.0
MOSTAGANEM 2,500 28,792 11.5
TOTAL ALGERIE | 33,295 351,178 10.5
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I1.1. Matériel et Méthodes

11.1.1. Objectif du travail

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet du cuivre sur la germination et la croissance ainsi
que I’effet combiné du cuivre et du plomb sur la croissance de pois chiche (Cicer arietinum L).
Pour mieux apprécier la tolérance ou la résistance aux stress métallique, le taux de germination

et la biométrie des parties aériennes et souterraines ont été évalués

11.1.2. Site d’étude (Site expérimental)
L'étape de germination a été effectuée au niveau de laboratoire de Botanique a I’Université de
Mostaganem Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie (Figure 4). Tandis que I'étape de

croissance a été réalisée dans la ferme située a Sidi Lakhdar (Mostaganem)

Figure 4 : présentation de la Faculté des sciences de la nature et de la vie (Université de

Mostaganem).

11.1.3. Matériel vegétal
Le matériel biologique choisi pour 1’étude est le pois chiche. Son nom scientifique est cicer

arietinum L de la famille des Fabaceae (Iégumineuses) (Figure 5). Les graines ont été achetées

dans un magasin de vente des produits agricoles en Mars 2022, (Figure 6).
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Classification botanique :

Reégne : Plantae.

Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta
S/Embranchement : Magnoliophyta .
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : rosidae.

Ordre : fabales.

Famille : Fabaceae

Genre : Cicer.

Espeéce : Cicer arietinum L.

Nom commun : pois chiche.
(USDA, 2008).

Figure 5 : La plante de pois chiche ((cicer arietinum L)

Figure 6 : Les graines de Cicer arietinum L.

@



Partie Il. Expérimentale Chapitre |. Matériel et méthodes

11.1.4. Protocole expérimental

A. Germination

% Traitement des graines
Les graines de Cicer arietinum d’une taille moyenne ,ont été lavées avec 1’hypochlorite de
sodium a 8° pendant 10 min pour éliminer toute contamination fongique, puis rincées
abondamment avec de 1’eau distillée 03 fois pour supprimer toutes traces de I’hypochlorite de
sodium. Pour faciliter la germination, les graines sont imbibées dans de 1’eau distillée pendant
24 heures (Figure 7)

Figure 7 : Ringage et trempage des graines dans ’eau distillée aprés traitement

% Préparation des solutions métalliques
Pour préparer une solution aqueuse de sulfate de cuivre (Cu SO4 ), de différentes concentrations
(100, 300, et 500 ppm), et de nitrates de plomb Pb (NO3)2 de 150 ppm ainsi que des
concentrations combinées de Cu/Pb (300/150ppm) , il y a deux méthodes : par dissolution de
cristaux ou par dilution d’une solution concentrée initiale.
Les métaux lourds ont été utilisés sous forme de sel de métal donc les concentrations citées

dans le tableau ci-dessous ont été calculées selon la formule suivante :

[C2]= Mm sel x [C1]/Mm métal

[C2] : la concentration calculée pour la préparation de la solution d'irrigation
[C1] : la concentration prise pour notre étude en ppm.
Mm : la masse molaire du métal

Mm sel : la masse molaire du sel du métal

E
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Tableau 7 : les concentrations des solutions préparées pour I’irrigation a partir d’un poids

initial de sel de métal

Stress appliqué Doses appliquées

0 ppm 0 gL

Stress métallique 100 ppm 0,4 g/L

(Cu) 300 ppm 1,2 g/L
500 ppm 2 g/L
Stress combiné 150+ 300 0,24 +1,2 g/L
(Cu +Pb) ppm

% Mise en germination

Aprés avoir été stérilisées, les graines de Cicer arietinum L ont été mises a germer dans des
boites de Pétri de 19 cm de diamétre, munies d’une couches de papier filtre stérile a raison de
21 graines par boite et trois répétitions par traitement (Figure 8). Chaque boite a recu 10 ml de
I’eau distillée pour les graines témoins et le méme volume pour les graines stressées par le
Cuivre a différentes concentrations (100, 200, et 300 ppm). Ensuite les boites ont été placées a
I’obscurité dans une étuve réglée a une température de 25°C (Figure 9). Les graines germées
ont été compteée toutes les 24 h durant dix jours.et la moyenne des pourcentages de germination
et de I’inhibition de germination a été calculée a base de 3trois répétitions par test.

Le critére de la percée de la radicule a été adopté pour évaluer la germination des graines. Dés
que la radicule des graines de couleur blanchatre sort hors du tégument, la graine est
comptabilisée comme étant une graine germee. Ces dénombrements sont répétés chaque jour

pendant toute la durée de 1I’expérimentation
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Figure 8: Dispositif expérimental de Figure 9 : Condition de germination de Cicer

germination arietinum.L. (Etuve 25C°)

% Parameétres analysés
e Taux de germination final
Le taux de germination final a été calculé par le rapport du nombre de graines germées sur le

nombre total de graines. Le résultat est rapporté a 100 (Tanveer et al, 2010).

Graines germées % 100

TG (%)= : =
Nombre total des graines utilisées

e Cinétique de germination
Il s’agit de calculer chaque jour la vitesse de germination sous les différentes concentrations
métalliques. Elle est exprimée par le nombre de graines germées a 24, 48, 72 et 96 h jusqu’a

la fin de germination apreés le début de I’expérience

Elle est exprimée en pourcentage quotidien de graines germées par rapport au nombre total de
graines par boite de pétri (%) (Mazlik, 1981).

e Le taux de germination relatif (TGR)
Correspond au taux (%) des graines stressées par le métal par rapport aux taux des graines

témoins (%)

36
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Pourcentage de germination des graines traitées
Pourcentage de germination des graines témoins

TGR =

B. La croissance

% Preéparation du milieu de transplantation
Le sol constitué de substrat de culture a été prélevé de la ferme, il est tamisé avec un tamis de

2 mm afin d’éliminer les différents débris végétaux et animaux, pour obtenir une structure fine.

%+ Préparation des pots de culture
Nous avons préparé des pots de culture d’une capacité de 3 kg de sol ; et d’un diametre supérieur
maximum de 20 cm. Les pots utilisés pour les expérimentations ont bien été lavés et sechés
puis remplis de sol de culture. lls sont répartie en 5 niveaux de traitement : lot témoin, 3 lots
traités par le cuivre (100 ppm, 300 ppm et 500 ppm) et un lot réservé au traitement par le stress
combiné Plomb / Cuivre (150 ppm / 300 ppm) . Chaque niveau de traitement est constitué de

trois pots représentant les trois répétitions

% Préparation de Sol de culture traité par le métal
Pour la série des pots de test de croissance avec le stress métallique, nous avons prélevé de
chaque pot 100 g de sol que nous avons mis dans des gobelets. Ces sol ont été traité avec la
concentration métallique (100, 300, 500 ppm) et le traitement combiné a sec (solide- solide).
Ensuite nous avons irrigué ces gobelets avec de I’eau distillée jusqu’a saturation puis laisser
sécher a I’air libre. Aprés 72 h, les sols des gobelets et aprés une dessiccation compléte, ont été
renversés dans une grande bassine en ajoutant la quantité du sol restante et aprés avoir bien
mélangé les sols stressés a sec, le contenu des sols est remis dans les pots de croissance
(Figure 10). L’ensemble des séries des pos a été irrigué a 1’ecau de robinet jusqu’a la capacité au

champ puis ont été conservé dans la ferme pour I’étude de la croissance
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Figure 10 : Traitement de Sol de culture par le métal
« Etape de préparation des semences

- Des graines de Cicer arietinum L ont été mises a germer dans des gobelets sur sol agricole
non stressé par le métal prélevé de la ferme a raison de deux graines par gobelet et irriguées a
I’eau de robinet (Figurell)

- Apres huit jours de germination, les semences étaient prétes a la transplantation dans les pots
de croissances que nous avons préparé préalablement a raison de deux plantules par pot. La
transplantation des semences a été réalisée délicatement afin de ne pas abimer les apex
caulinaires et radiculaires

- En parallele un lot de pots est préparé avec le sol agricole en absence du métal et réservé

comme témoin pour I’étude comparative des résultats de la croissance de la plante.

Figure 11 : Préparation des semences de Cicer arietinum L
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Apreés transplantation des semences (pots témoin et pots tests), la croissance des plantules a
été étalée jusqu’a 6 semaines de croissance et I’irrigation a été faite a I’eau de robinet. Chaque

48 h la biométrie des tiges est calculée et le nombre de feuilles est compté.
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11.2. Résultats et interprétations

Le recours aux méthodes biologiques telle que la germination et la croissance présente
un avantage de réponse adaptée. Ces méthodes s’averent complémentaires aux analyses
chimiques et biochimiques vu qu’elles permettent d’évaluer de fagon relativement simple
I’action directe des polluants métalliques sur 1’organisme végétal

Le but de cette étude est de déterminer la phyto-toxicité par le cuivre a différentes
concentrations des graines de pois chiche au moyen de test de germination in vitro sur papier
filtre et I’effet du cuivre et combiné du plomb et du cuivre par des tests de croissance. Ces tests
ont été réalisés sur des plantules transplantées en pots apres une étape germinative préalable sur
sol agronomique.

L’ensemble des résultats obtenus permettra de révéler le comportement de 1’espéce mise a
I’étude vis- a-vis des différentes doses des métaux mis a I’exposition. Les résultats du pouvoir
germinatif, et de la croissance des parties aérienne et souterraines sont présentés dans les figures
(de 12 jusqu’au 27)

11.2.1. Effet sur la germination

11.2.1.1. Effets du cuivre sur la germination des graines Cicer arietinum L

A. L’effet sur le taux de germination

Les résultats du test de germination révelent que les graines de Cicer arietinum germent
positivement sous le stress métallique du cuivre. Le pouvoir germinatif est accéléré a partir du
troisieme jour de la germination et qui différe selon les concentrations du cuivre. Nous avons
enregistré au dixieme jour du test un taux maximal de germination de 92% pour les
concentrations de 300 ppm et 500 ppm dépassant ainsi celui du témoin (88%), avec un taux

d’inhibition de germination de 8% et 12% respectivement (Figure 12
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Figure 12 : L'effet du cuivre sur la germintion globale des
graines de pois chiche
92% 92%

92% ‘
91%

90%

89% o

88%

87%

86%
Te 100 300 500

Concentrations du cuivre (PPM)

% du taux de germination globale

B. L’effet du cuivre sur la cinétique de germination

Les résultats obtenus montrent que les taux quotidiens de germination des graines augmentent
en fonction de la durée de germination pour le témoin et les graines stressées par le cuivre
(Figure 13). Cette cinétique est accélérée a partir du quatrieme jour. Nous avons noté un
ralentissement du processus de germination au cinquiéme jour pour atteindre une phase latente
qui dure jusqu’au dixiéme jour de germination pour atteindre un pouvoir de germination
maximal de 92% a 100 ppm et 500 ppm de cuivre contre 88% chez le témoin. Globalement
I’ensemble des graines testées ont germé positivement et ne sont pas affectées par le stress

métallique du cuivre.

Figure 13: L'effet du Cu sur le pouvoir cinétique de germination
des graines de pois chiche
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C. L’effet du cuivre sur le taux de germination relatif (TGR)

Les résultats correspondant au taux relatif de germination du troisieme jour jusqu’au dixieme
jour de germination est entre [1,12 - 1,04] ; [1,08- 1] et [0,53-1,04] pour les concentrations de
100,300 et 500 ppm respectivement (Figure 14).Cela montre que I’effet du cuivre a différentes

concentrations ne réduit pas la vitesse relative de germination des graines de cicer arietinum

Figure 14 : L'effet du Cu sur le pouvoir de germination relatif des
graines de pois chiche
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11.2.1.2. Effet combiné de stress metallique du Cuivre et de Plomb sur la

germination des graines de cicer arietinum .

A. L’effet combiné sur le taux de germination

Les résultats montrent que les graines de la plante de pois chiche ont germé positivement. Le
pouvoir germinatif global du test stressé par la combinaison du cuivre et de plomb a la dose de
300 ppm Cu+150 ppm Pb est faible par rapport au témoin ( Figure 15) et moins important en le
comparant au test de germination soumis au stress de Cu dont les valeurs enregistrées sont 85%
(‘test, Cu/Pb) et 88% ( test Cu ). Cela confirme la sensibilité de la germination des graines de

la plante au plomb
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Figure 15: L'effet combiné du cuivre et du plomb sur le
povoir germinatif global
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B. L’effet combiné du Cu et de Pb sur la cinétique de germination

Les graines traitées par le stress métalliqgue combiné de Cuivre et de plomb germent moins

rapidement gque le témoin et atteignent un taux de germination maximal de 85% le 10 eme jour

avec une phase accélérée au quatriéme jour et une phase latente a partir du cinquiéme jour

(Figure 16). Nous avons noté une cinétique moins importante que celle enregistrée chez les

graines traitée par le cuivre.
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Figure 16: L'effet combiné du cuivre et du plomb sur le pouvoir
cinétique de germinatuon
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C. L’effet combiné du cuivre et de plomb sur le pouvoir relatif de germination

Les résultats correspondant au taux relatif de germination du troisiéme jour au dixiéme jour de

germination des graines traitées par le Cu combiné au Pb est entre [0,46- 0,96] (Figure 17). Cela
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montre qu’il existe une réduction de la vitesse relative de germination des graines de cicer

arietinum . Ce qui révéle une sensibilité de la germination vis-a-vis du plomb

Figurel7: L'Effet combiné du Cu et de Pb sur le pouvoir relatif
de germinatif
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Figure 18 : (1) Germination des graines de stress métallique(Cu)
(2) stress combiné (Cu+Pb)

11.2.2. Effets du cuivre sur la croissance de Cicer arietinum
Les résultats de la croissance de cicer arietinum L ont été basés sur 1’étude comparative entre a
la fois le témoin, la plante qui a subi un stress métallique de Cuivre et un stress combiné (Cu,

300 ppm + Pb, 150 ppm). Les figures ( de 17 jusqu’au 25) résument I’ensemble des résultats
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A. Effets du Cuivre sur la biométrie des tiges

Par rapport au témoin, ou la longueur des tiges maximale est estimée a 28 cm, les plantules de
cicer arietinum L présentent une diminution de la longueur des tiges aprés 30 jours d’exposition
a différentes concentrations de Cu (100,300, et 500ppm) avec des valeurs de biométrie
moyennes maximales de 17,33, 21,33 et 20 cm respectivement .Ces résultats montrent que le
stress metallique exerce une sensibilité sur la croissance des tiges de Cicer arietinum. L. Cette

sensibilité est marquée a partir du vingtiéme jour (Figure 19)

Figure 19: L'effet du cuivre sur la biométrie des tiges de
Cicer arietinum
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B. L’effet combiné (Cu+Pb) sur la biométrie des tiges

L’effet combiné (Cu+ Pb) a lIégérement diminué la sensibilité de la plante vis-a-vis du cuivre.
En effet a 30 jours de croissance nous avons enregistré une biométrie moyenne de la tige de 24
cm (Figure 20) contre 21cm (Cu300ppm). Ces valeurs restent toujours inférieures par rapport
au témoin. Cela montre que malgré cette diminution de sensibilite, les tiges de la plante sont

affectées
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Figure 20: L'effet combiné du Cu et du Pb sur la biométrie des tiges
Cicer arietinum
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Figure 21 : Cicer arietinum aprés 30 jours de croissance sous stress combiné (Cu +Pb)

C. L’effet du cuivre et effet combiné du (cuivre + plomb) sur le nombre des feuilles de

Cicer arietinum L (durée de quatre semaines de croissance)

Le nombre de feuilles a été compté en méme temps que la biométrie des tiges et les résultats
des figures (22 et 23) (un mois de croissance) montrent que les feuilles se développement avec
la croissance en longueur du pois chiche pour atteindre un nombre maximal moyen de 11
feuilles chez le témoin. Ces valeur sont de 1’ordre de 17, 20 et 14 feuilles chez le pois chiche
soumis & des concentrations de 100,300,et 500 ppm respectivement (cuivre) et un nombre
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moyen de 12 feuilles pour les concentrations combinée de dose 300ppm(Cu)+150(Pb) ppm.
Nous avons noté une résistance de croissance foliaire de la plante (figure 22) pour les deux tests
par rapport au témoin. Cette résistance est atténuée vis-a-vis du test combiné par rapport au
test de Cu. Cela confirme 1’effet combiné du plomb avec le cuivre sur la croissance des feuilles

Figure 22 : L'effet du cuivre sur le nombre de feuilles en relation avec
la durée de croissance de Cicer arietinum
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Figure 23: L'effet du stress combiné (Cu+Pb) sur le nombre des
feuilles en relation avec la durée de croissance de Cicer arietinum
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Figure 24 : Croissance foliaire de Cicer arietinum L

(Stress Cu, croissance de 30jours)

11.2.3. Effet du cuivre et effet combiné du (cuivre + plomb) sur la biométrie

des racines de cicer arietinum L

La croissance des racines de Cicer arietinum L a été évaluée par le calcul de la biométrie
moyenne a 30 jours de croissance. Les résultats de la figure (25) montrent que chez les plantes
stressées par le cuivre, la biométrie la plus basse des racines est enregistréee pour les
concentrations de 500 ppm (4cm). Cependant la croissance des racines est révélée plus
importante pour les concentrations en Cu de 100 ppm (13,5) suivie de 300 ppm (15cm),
dépassant ainsi la biométrie enregistrée au niveau des témoins (8 cm). Nous constatons que les
racines de cette plante sont sensibles aux concentrations de cuivre élevées (500 ppm). Cette
différence de croissance est peut étre en relation avec la mobilité et la spéciation de d’autres
éléments métalliques au niveau du sol et que les concentrations faibles en cuivre sont favorables

pour la croissance des parties souterraines.

L’effet combiné du cuivre et du plomb a ralenti la croissance des racines en effet les valeurs
moyennes de la biométrie des racines sont inférieurs aux celles enregistrées chez le témoin, (6,5
cm contre 8cm) (Figure 26). Cela confirme la sensibilité du systeme racinaire de Cicer

arietinum a la présence du plomb dans le sol.
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Figure 25: L'effet du cuive sur la biométrie des racines de
Cicer arietinum (30 jours de croissance )
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Figure 26 : L'effet combiné (cuivr+ plomb) sur la biométrie

des racines de Cicer arietinum (30 jours de croissance )
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Figure 27 : La biométrie des racines de Cicer arietinum L

(Stress Cu, 30 jours de croissance).
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L’accumulation des métaux lourds dans I’environnement peut se répercuter sur la santé
des végétaux, des animaux et des étres humains (Wang et al, 2003). En effet les sols
contaminés constituent un risque potentiel de transfert des métaux aux plantes cultivées et leur

bioaccumulation le long des chaines alimentaires (Nejmeddine et al, 2003).

Les éléments métalliques a forte concentrations dans le sol agissent comme un facteur de stress
qui entraine une modification de la réaction physiologique dont le terme « sensibilité ». Les
effets du stress peuvent aller jusqu’a la mort de la plante. Par opposition, le terme résistance
fait référence a la réaction de la plante qui lui permet de survivre face au stress métallique et
d’assurer sa descendance (Levitt, 1980)

Le cuivre est un des élements les plus essentiels pour les plantes. Il est considéré comme
I'élément le plus mobile des métaux lourds, facilement assimilables par les plantes. (Adriano,
2001). Dans notre étude sur le pois chiche la présence des concentrations croissantes en cuivre
(100, 300 et 500ppm) dans la solution d’imbibition n’a pas affecté la germination des graines.
Par contre le cuivre a favorisé la germination des graines de Cicer arietinum dont le pouvoir
germinatif est plus élevé que celui du témoin. La résistance des graines au stress du cuivre vient
de sa structure tégumentaire qui forme une barriere contre la phytodisponibilité des éléments
métalliques. En effet Chez la majorité des espéces végétales, le tégument assure une treés haute
protection contre les stress abiotiques et les fortes variations interspécifiques des morphologies
de ces téguments peuvent affecter leur perméabilité aux métaux (Moise et al, 2005). Ces
résultats montrent que, méme a des concentrations ¢élevées pour le métal, les taux d’imbibition
demeurent importants et favorables a une réhydratation optimale des téguments. Almansouri
et al, (2001) expliquent que I’imbibition ne se réalise que si les forces de 1’eau au niveau du
milieu de germination sont plus faibles que celles exercées par les tissus de la graine ; en
d’autres termes, le potentiel hydrique de la graine doit étre inférieur a celui du milieu de
germination. L’augmentation des taux d’imbibition par le Cu pourrait étre expliquée par leur
adsorption sur les cellules du tégument. Ces résultats, ceux trouves par Di Salvatore et al. (2008)
ont montré que le tégument constitue une barriére entre I’embryon et son environnement
immédiat pour I’adsorption des métaux.

Concernant la croissance de Cicer arietinum, le stress métallique par le cuivre exerce une
sensibilite sur la croissance a partir de la troisieme semaine de croissance. Cette sensibilité est
marquée par une légere diminution de la biométrie des tiges. Pour les racines, les concentrations

élevées en Cu affectent leur croissance et les concentrations inferieurs (100ppm et 300ppm)
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favorisent la croissance de racine dont la biométrie dépasse celle du témoin. Ce comportement
vis-a-vis de la croissance est en relation avec les doses admissibles a la plante. En effet le cuivre,
est parmi les oligoéléments indispensables & des concentrations faibles pour de nombreux
processus cellulaires et qui se trouvent en proportion tres faible dans les tissus biologiques
(Loué ; 1993). Il peut devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un certain seuil
(Kabata et Pendais, 2001). Lexmond et Vorm (1981) ont montré que ’application des
niveaux élevés du cuivre inhibe la croissance des racines avant d’affecter la production de la
biomasse aérienne. En termes de croissance foliaire le nombre des feuilles n’est pas affecté par
le stress métallique. C’est une constatation en relation avec le niveau de translocation du cuivre
vers les parties aériennes. Cuypers et al,( 2000) ont avancé que La diminution de la
translocation du Cu des racines vers les parties aériennes et le stockage des feuilles proches de
I’abscission, permettent de protéger et de maintenir des métabolismes essentiels comme la

photosynthése qui n’ont lieu que dans les feuilles .

La présence de 1’¢élément métallique plomb combiné au cuivre a causé une nette diminution de
I’activité germinative et le ralentissement du développent de la croissance végétative cela est
en relation peut étre soit a la concentration du plomb (150ppm) ou la mobilité des oligoéléments
nécessaires a la croissance est modifiée ou un déséquilibre du flux des éléments métalliques
échangeables qui est installé. Effectivement, 1’effet inhibiteur du nitrate de plomb sur la
germination a été souligné par plusieurs auteurs chez des especes de la famille des fabaceae
(Rouibi, 1992 ; Xiong, 1997).Ce métal déshydrate les tissus (Rouibi, 1992), et présente une
affinité vis-a-vis les protéines cellulaires, notamment les enzymes qui contrélent le processus

de la germination (Shalini, 2003).

L’effet combiné du cuivre et du plomb a ralenti la croissance des racines et des tiges en effet
les valeurs moyennes de la biométrie des racines et des tiges sont inférieurs aux celles
enregistrées chez le ttmoin. Cela confirme la sensibilité du systéme racinaire de Cicer arietinum
a la presence du plomb dans le sol. Le plomb se retrouve parmi les éléments métalliques les
plus toxiques et qui n’est pas indispensable a la plante (Kabata-Pendias and Pendias,2001)
Il a été démontré que les métaux lourds affectent de nombreux processus morphologiques,
physiologiques et biochimiques chez les plantes (Sobkowiak and Deckert, 2003). La réduction
de croissance est une des réponses les plus fréquentes et la premiere observable lorsque des
plantes sont soumises a un stress métallique (Appenroth, 2010). La plante tolére les fortes
teneurs en métaux grace aux stratégies d’adaptation tels que la détoxication, I’immobilisation

et I’absorption d’ou 1’accumulation de ces métaux
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Les métaux lourds accumulés dans le sol peuvent étre préleveé par les plantes, et par conséquent
contaminer I’homme via la chaine alimentaire, ce qui constitue un probléme sanitaire majeur.
Des travaux de recherche sont donc nécessaires pour répondre aux atteintes dans les domaines
de la sécurité alimentaire (plantes potageres cultivées dans des jardins proches des sites
pollués). En effet, il faut pouvoir s’assurer de I’innocuité des végétaux destinés a étre
consommes par les étres humains. C’est dans ce conteste que notre d’étude s’est orientée vers
I’étude du comportement du pois chiche vis-a-vis des concentrations en cuivre et le plomb

combiné au cuivre dans le sol.

% L’objectif de cette étude est d’évaluer la sensibilité et la tolérance du cuivre et le plomb
combiné au cuivre des graines de pois chiche au moyen de test de germination in vitro sur des
boites de pétri a base de papier filtre et de croissance par des cultures en pot des semences
transplantées apres une étape germinative préalable sur sol agronomique.

% En termes de germination des graines de Cicer arietinum L les résultats ont révélé une
résistance de germination aux stress métallique du cuivre pour I’ensemble des concentrations
utilisées avec un taux maximal de germination de 92%. La cinétique de germination est
accélérée a partir du quatrieme jour dépassant ainsi celle enregistrée chez le témoin. Le taux
relatif de germination est supérieur & 1 majoritairement. Cela confirme que I’effet du cuivre a
différentes concentrations ne réduit pas la vitesse relative de germination des graines de cicer
arietinum. Concernant I’effet du plomb combiné au cuivre, a réduit le taux maximal de
germination qui est de 85% contre 88% chez le témoin. Ce qui révele une sensibilité de la
germination vis-a-vis de la combinaison metallique

% Les examens morphologiques quantitatifs par les techniques de la biométrie des organes
végétatifs (Tiges, racines et nombre des feuilles) sont des facteurs de base pour identifier
la tolérance et la sensibilité de la plante via a vis d’un stress de pollution. Les résultats de la
moyenne biométrique des tiges montrent que le stress métallique exerce une sensibilité sur la
croissance des tiges de Cicer arietinum. L. Cette sensibilité est plus marquée a partir du
vingtieme jour. Cela montre que le stress métallique (Cu) exerce une sensibilité sur la
croissance des tiges de Cicer arietinum. L. Les valeurs moyennes maximales de la biométrie
sont de I’ordre de 17,33 ; 21,33 et 20 pour 100, 300, et 500 ppm respectivement contre 28cm

chez le ttmoin
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L’effet combiné (Cu+ Pb) a 1égérement diminué la sensibilité de la plante vis-a-vis du cuivre
.car a 30 jours de croissance la biométrie moyenne de la tige est de 24 cm contre 21cm (Cu 300
ppm). Malgré cette diminution de sensibilité, les tiges de la plante sont affectées puisque
I’ensemble des valeurs de la biométrie restent toujours inférieures par rapport au témoin.

% Le stress du cuivre n’a pas affecté la croissance foliaire. Le nombre moyen des feuilles
dépasse celui enregistré chez le témoin pour ’ensemble des concentrations utilisées. Cette
résistance est atténuée vis-a-vis du test combiné par rapport au test de Cu.

% Les résultats de la biométrie des racines révelent que la croissance est plus importante
pour les concentrations en Cu de 100 ppm (13,5) suivie de 300 ppm (15cm), dépassant ainsi la
biométrie enregistrée au niveau des témoins (8 cm). Cependant cette croissance est plus sensible
aux concentrations de cuivre élevée (500 ppm). L’effet combiné du cuivre et du plomb a ralenti
la croissance des racines, car les valeurs moyennes de la biométrie des racines sont inférieures
aux celles enregistrées chez le témoin, (6,5 cm contre 8cm). Cela confirme la sensibilité du

systeme racinaire de Cicer arietinum a la présence du plomb dans le sol.

Cette étude mérite d’étre approfondie, il est nécessaire :

- d’analyser quantitativement le plomb et le cuivre au niveau des parties végétatives pour voir

s’il y a une translocation vers les parties consommables

- Etaler les tests vers plusieurs concentrations notamment celles de la combinaison métallique
- Identifier le pois chiche dans la classe des accumulateurs ou hyper-accumulateurs ou sensible
- Evaluer l'indice de risque sur la santé humaine en consommant cette espece a long terme en

étant une plante accumulatrice de polluant.
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